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RESUME

L’obésité provient d’'un déséquilibre de 'homéostasie énergétique, c’est-a-dire
une augmentation des apports caloriques et/ou une diminution des dépenses
énergétiques. Plusieurs données, autant anatomiques que physiologiques,
démontrent que I'hypothalamus est un régulateur critique de l'appétit et des
dépenses énergétiques. En particulier, le noyau paraventriculaire (noyau PV) de
I'hypothalamus intégre plusieurs signaux provenant du systéme nerveux central
(SNC) et/ou de la périphérie, afin de contrbler ’homéostasie énergétique via des
projections axonales sur les neurones pré-ganglionnaires du systéme autonome

situé dans le troc cérébral et la moelle épiniére.

Plusieurs facteurs de transcription, impliqués dans le développement du
noyau PV, ont été identifiés. Le facteur de transcription SIM1, qui est produit par
virtuellement tous les neurones du noyau PV, est requis pour le développement du
noyau PV. En effet, lors d’'une étude antérieure, nous avons montré que le noyau PV
ne se développe pas chez les souris homozygotes pour un allele nul de Sim71. Ces
souris meurent a la naissance, probablement a cause des anomalies du noyau PV.
Par contre, les souris hétérozygotes survivent, mais développent une obésité
précoce. De fagon intéressante, le noyau PV des souris Sim1* est hypodéveloppé,
contenant 24% moins de cellules. Ces données suggérent fortement que ces
anomalies du développement pourraient perturber le fonctionnement du noyau PV et

contribuer au développement du phénotype d’obésité.

Dans ce contexte, nous avons entrepris des travaux expérimentaux ayant
pour but d’étudier I'impact de I'haploinsuffisance de Sim7 sur: 1) le développement
du noyau PV et de ses projections neuronales efférentes; 2) I'homéostasie
énergétique; et 3) les voies neuronales physiologiques contrdlant 'homéostasie

énergétique chez les souris Sim1™".

A cette fin, nous avons utilisé : 1) des injections stéréotaxiques combinées a
des techniques dimmunohistochimie afin de déterminer [Iimpact de
I'haploinsuffisance de Sim1 sur le développement du noyau PV et de ses projections

neuronales efférentes; 2) le paradigme des apports caloriques pairés, afin de



déterminer I'impact de I'haploinsuffisance de Sim7 sur ’'homéostasie énergétique; et
3) une approche pharmacologique, c’est-a-dire I'administration intra-
cérébroventriculaire (i.c.v.) et/ou intra-péritonéale (i.p.) de peptides anorexigénes, la
mélanotane Il (MTII), la leptine et la cholécystokinine (CCK), afin de déterminer
limpact de [Ihaploinsuffisance de Sim71 sur les voies neuronales contrdlant

’homéostasie énergétique.

Dans un premier temps, nous avons constaté une diminution de 61% et de
65% de I'expression de 'ARN messager (ARNm) de I'ocytocine (Ot) et de I'arginine-
vasopressine (Vp), respectivement, chez les embryons Sim1*" de 18.5 jours (E18.5).
De plus, le nombre de cellules produisant 'OT et la VP est apparu diminué de 84% et
41%, respectivement, chez les souris Sim7*" adultes. L’analyse du marquage axonal
rétrograde des efférences du noyau PV vers le tronc cérébral, en particulier ses
projections sur le noyau tractus solitaire (NTS) aussi que le noyau dorsal moteur du
nerf vague (X) (DMV), a permis de démontrer une diminution de 74% de ces
efférences. Cependant, la composition moléculaire de ces projections neuronales
reste inconnue. Nos résultats indiquent que I'haploinsuffisance de Sim7 : i) perturbe
spécifiquement le développement des cellules produisant I'OT et la VP; et ii) abolit le
développement d’'une portion importante des projections du noyau PV sur le tronc
cérébral, et notamment ses projections sur le NTS et le DMV. Ces observations
soulévent donc la possibilité que ces anomalies du développement du noyau PV

contribuent au phénotype d’hyperphagie des souris Sim1*".

En second lieu, nous avons observé que la croissance pondérale des souris

+/+

Sim1* et des souris Sim1** n'était pas significativement différente lorsque la

quantité de calories présentée aux souris Sim1*" était la méme que celle

+/+

consommeée par les souris Sim71™". De plus, I'analyse qualitative et quantitative des
tissus adipeux blancs et des tissus adipeux bruns n’a démontré aucune différence
significative en ce qui a trait a la taille et a la masse de ces tissus chez les deux
. s . . . +/- s
groupes. Finalement, au terme de ces expériences, les souris Sim1™ -pairées
n’étaient pas différentes des souris Sim1** en ce qui a trait a leur insulinémie et leur
contenu en triglycérides du foie et des masses adipeuses, alors que tous ces
paramétres étaient augmentés chez les souris Sim7™ nourries ad libitum. Ces

résultats laissent croire que I'hyperphagie, et non une diminution des dépenses



énergétiques, est la cause principale de I'obésité des souris Sim1*". Par conséquent,
ces résultats suggérent que : i) I'haploinsuffisance de Sim7 est associée a une
augmentation de [lapport calorique sans toutefois moduler les dépenses
énergétiques; ii) 'existence d’au moins deux voies neuronales issues du noyau PV :
lune qui régule la prise alimentaire et lautre la thermogénése; et iii)
I'haploinsuffisance de Sim1 affecte spécifiquement la voie neuronale qui régule la

prise alimentaire.

En dernier lieu, nous avons montré que I'injection de MTII, de leptine ainsi que
de CCK induit une diminution significative de la consommation calorique des souris
des deux génotypes, Sim1™”* et Sim1"". De fait, la consommation calorique
cumulative des souris Sim1*" et Sim1”* est diminuée de 37% et de 51%,
respectivement, durant les 4 heures suivant l'administration i.p. de MTII
comparativement a I'administration d’'une solution saline. Lors de I'administration
i.c.v. de la leptine, la consommation calorique cumulative des souris Sim71*" et
Sim1** est diminuée de 47% et de 32%, respectivement. Finalement, I'injection i.p.
de CCK diminue la consommation calorique des souris Sim1*" et Sim1** de 52% et
de 36%, respectivement. L'ensemble des résultats suggére ici que
I'haploinsuffisance de Sim1 diminue I'activité de certaines voies neuronales régulant
’homéostasie énergétique, et particulierement de celles qui contrélent la prise

alimentaire.

En résumé, ces travaux ont montré que I'’haploinsuffisance de Sim1 affecte
plusieurs processus du développement au sein du noyau PV. Ces anomalies du
développement peuvent conduire a des dysfonctions de certains processus
physiologiques distincts régulés par le noyau PV, et notamment de la prise

alimentaire, et contribuer ainsi au phénotype d’obésité.

Les souris hétérozygotes pour le géne Sim71 représentent donc un modéle
animal unique, ou I'hyperphagie, et non les dépenses énergétiques, est la principale
cause de l'obésité. En conséquence, ces souris pourraient représenter un modéle
expérimental intéressant pour I'étude des mécanismes cellulaires et moléculaires en

contrdle de la prise alimentaire.



ABSTRACT

Obesity arises from imbalance of the energy homeostasis processes. Multiple
anatomical and physiological evidence demonstrate the involvement of the
hypothalamus in the regulation of energy homeostasis, i.e. appetite and energy
expenditure. In particular, the paraventricular nucleus (PVN) of the hypothalamus
plays a critical role in these important homeostatic processes. The PVN integrates
multiple signals that come from the central nervous system and/or the periphery to
control energy homeostasis. It regulates these processes through projections to the
dorsal vagal complex (DVC), which includes the dorsal motor nucleus of the vagus
(X) (DMV) and the adjacent nucleus of the solitary tract (NST), located in the

brainstem.

A cascade of transcription factors involved in the specification of the PVN
neurons has been described. One component of this cascade, the bHLH-PAS
transcription factor SIM1, is required for the development of all neurons of the PVN.
Mice homozygous for null alleles of Sim7 die shortly after birth, presumably because
of the lack of PVN. In contrast, Sim7 heterozygous mice survive but show early-onset
obesity. Interestingly, the number of PVN cells is reduced by 24% in Sim1™ mice,
suggesting that developmental defects may cause PVN dysfunction and, thus,

contribute to the obesity phenotype.

In order to explore this hypothesis, we studied the impact of Sim7
haploinsufficiency on: 1) the development of the PVN and it efferent axonal
projections; 2) energy homeostasis; and 3) neuronal pathways regulating energy

homeostasis.

We used: 1) stereotaxic injections and immunological techniques to determine
the impact of Sim71 haploinsufficiency on PVN, and it efferent axonal projections,
development; 2) the pair-feeding paradigm to determine the impact of Sim1
haploinsufficiency on energy homeostasis; and 3) intracerebroventricular (i.c.v.) and

intraperitoneal (i.p.) injections of pharmacological agents, melanotan Il (MTII), leptin



and cholecystokinin (CCK), to determine the impact of Sim7 haploinsufficiency on the

neuronal pathways regulating energy homeostasis.

First, we noted that the expression of oxytocin (Ot) and argenin-vasopressin
(Vp) mRNA is reduced by 61% and 65%, respectively, in the PVN of Sim1*" E18.5
embryos. Furthermore, the number of OT- and VP-producing cells was found to be
decreased by 84% and 41%, respectively, in Sim?1™ adult mice. Analysis of the
retrograde axonal labelling of PVN neurons after stereotaxic injection of latex beads
into the DVC of Sim71™* and Sim1™ mice, showed a 74% reduction of PVN neurons
projecting to the DVC. However, the molecular composition of the cells affected by a
decrease of Sim71 remains unknown. These results indicate that Sim17
haploinsufficiency: i) specifically interferes with the development of OT- and VP-
producing cells; and ii) abolishes the development of a subset of parvocellular
neurons that project to the DVC. These observations therefore raise the possibility

that developmental defects contribute to the obesity phenotype of Sim7*" mice.

Second, we observed that pair-fed Sim7*" mice do not gain more weight than
littermate controls from 4 to 16 weeks of age. Moreover, qualitative and quantitative
analyses showed significant increases of lean and fat mass, with hyperplasia of white
adipose tissue and hypertrophy of brown adipose tissue, in Sim1*" mice, but not in
pair-fed animals. Additionally, at 16 weeks of age, insulin levels as well as liver and
adipose tissue triglyceride content were not significantly different between Sim1**
and Sim1™" pair-fed, but were significantly increased in Sim1*" fed ad libitum. These
results suggest that hyperphagia is the main if not the sole contributor to the obesity
of Sim1™ mice. They indicate that: i) Sim71 haploinsufficiency affects mainly food
intake with no effect on energy expenditure; ii) food intake and energy expenditure
are regulated by divergent pathways within the PVN; and iii) Sim1 haploinsufficiency
specifically affects the feeding pathway without interfering with the thermogenesis

pathway.

Third, we found that, in both mice genotype, injection of MTII, leptin or CCK
induces a significant decrease in cumulative food intake. In fact, MTIl i.p. injection
decreases cumulative food intake of Sim1™ and Sim1”* mice by 37% and 51%

respectively, when compared to saline injection. Leptin i.c.v. injection reduces



cumulative food intake by 47% and 32% in Sim1*" and Sim1** mice, respectively.
Finally, CCK i.p. injection decreases food intake of Sim1*" and Sim1** mice by 52%
and 36%, respectively. All in all, the results of these latter studies suggest that Sim17
haploinsufficiency diminishes the activity of neuronal pathways regulating energy

homeostasis, in particular of pathways controlling food intake.

In conclusion, our work has shown that Sim7 haploinsufficiency affects several
developmental processes of the PVN. These developmental defects may cause the
dysfunction of physiological processes regulated by the PVN, including the control of

food intake, and thus contribute to the hyperphagic obesity phenotype.

Sim1 heterozygous mice represent an interesting animal model of obesity in
which hyperphagia is the main, if not the sole mechanism of their obesity. These
mice could therefore represent a unique opportunity to investigate cellular and

molecular mechanisms in control of food intake.
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uncoupling protein 1

noyau ventromédian de I'’hypothalamus
arginine-vasopressine
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INTRODUCTION

L’'obésité est une maladie chronique caractérisée par un excés pondéral di a
une surcharge du tissu adipeux. De fagon générale, l'obésité résulte d’un
déséquilibre de I'homéostasie énergétique, c’est-a-dire d’'une augmentation des

apports caloriques et/ou d’'une diminution des dépenses énergétiques.

L’hypothalamus est un régulateur critique de nombreux processus
homéostatiques qui sont essentiels pour la survie des vertébrés. En particulier, le
noyau paraventriculaire (noyau PV) de I'’hypothalamus est un régulateur important de
’homéostasie énergétique, c’est-a-dire de la prise alimentaire et des dépenses
énergétiques. Le noyau PV contrdle 'homéostasie énergétique via ses projections
neuronales aux neurones pré-ganglionnaires du systéme nerveux autonome situés
dans le tronc cérébral et la moelle épiniére. Plusieurs observations indiquent que des
anomalies du développement de I'hypothalamus ont le potentiel de perturber les
processus homéostatiques régulés par I'hypothalamus de fagon permanente. Par
conséquent, les erreurs de développement du noyau PV seraient une cause

importante, mais peu explorée, de I'obésité.

Le facteur de transcription SIM1, qui est produit par tous les neurones du
noyau PV, est requis pour le développement de ce noyau. De fait, les souris
homozygotes pour un alléle nul de Sim7 meurent a la naissance, probablement a
cause des anomalies du noyau PV. Cependant, les souris hétérozygotes survivent,
mais développent une obésité précoce. L’haploinsuffisance de Sim1 cause aussi une
obésité sévere chez ’lhomme. Le mécanisme par lequel I'haploinsuffisance de Sim1
affecte ’'homéostasie énergétique est encore inconnu. Toutefois, nos données —que
le noyau PV des souris Sim1*" est hypodéveloppé, contenant 24% moins de
cellules— suggerent que des anomalies du développement du noyau PV pourraient

engendrer un déseéquilibre de 'homéostasie énergétique.
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HOMEOSTASIE ENERGETIQUE

L’homéostasie réfere au maintien a leur valeur normale des différentes
composantes physiologiques de [lindividu telles que la température, le tonus
cardiovasculaire, la composition sanguine ainsi que la masse corporelle. Le maintien
du poids corporel résulte de I'équilibre entre les apports et les dépenses d’énergie.
Cet équilibre est atteint grace a un systéeme de régulation de I'homéostasie
énergétique qui implique tous les aspects métaboliques, autonomiques, endocriniens
et non cognitifs de la régulation de I'équilibre énergétique. Ce systéme de régulation
de 'homéostasie énergétique est hautement sophistiqué. Cela explique pourquoi le
poids corporel d’'un individu demeure relativement stable au cours des ans. Le
clonage récent de plusieurs génes dits «d’obésité» a permis d’'une part d’établir les
bases d'un systéeme cohérent mais extrémement complexe de régulation de
’homéostasie énergétique (Bell et al., 2005); et d’autre part de conclure que les deux
paramétres du maintien de I'homéostasie énergétique, c’est-a-dire la prise
alimentaire et la dépense énergeétique, participent de maniére équitable a cet
équilibre. Par conséquent, contrairement aux idées regues, lI'obésité n’est pas
uniqguement la conséquence d’une alimentation excessive, mais résulte d'un
déséquilibre chronique et a long terme entre l'ingestion de calories et la dépense

énergétique.

Brievement, 'homéostasie énergétique est régulée selon un modéle de
rétrocontréle dans lequel de multiples signaux afférents provenant des réserves
d’énergie (tissu adipeux, muscle, foie) et du systéme gastro-intestinal informent le
cerveau sur le statut nutritionnel et métabolique de I'organisme. L'intégration et le
traitement des signaux afférents par le systéme nerveux central (SNC) impliquent la
mise en jeu de plusieurs systémes de neurotransmetteurs. Ces neurotransmetteurs
permettent 'adaptation de la prise alimentaire et 'adaptation du métabolisme grace a
la modulation du systéme nerveux autonome (SNA) et de l'axe hypothalamo-
hypophysaires endocriniens. Dans ce schéma intégré de la régulation de
’homéostasie énergétique, '’hypothalamus, le tronc cérébral, la moelle épiniére, de
méme que le nerf vague (X), jouent un role essentiel. Chacune de ces régions
posséde son propre réseau neuronal capable de moduler 'lhoméostasie énergétique

de fagon indépendante. Cependant, ces régions sont interconnectées et organisées
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en circuits neuronaux hiérarchisés comportant des neurones « capteurs » recevant
les signaux énergétiques afférents, des neurones « intégrateurs » réalisant la
synthése des différents signaux et des neurones « effecteurs », qui commandent de

maniére plus directe la prise alimentaire et la dépense énergétique.

1. Prise alimentaire

1.1 Neuro-anatomie
Les régions du SNC impliquées dans le processus physiologique de la prise
alimentaire sont principalement, et non exclusivement, I'hypothalamus, le tronc

cérébral et la moelle épiniére.

1.1.1 Hypothalamus
L’hypothalamus est une Vvieille structure cérébrale appartenant au
diencéphale. L’hypothalamus est situé dorsalement a ’hypophyse et occupe la partie
ventrale du diencéphale des deux cétés du troisieme ventricule (Swanson, 1987;
Simerly, 2004).

Un schéma général de l'organisation structurale de I'’hypothalamus a été
proposé par Crosby et Woodburne dans les années 1940 (Crosby & Woodburne,
1940). Ces auteurs ont décrit I'hnypothalamus en trois régions longitudinales: la région
périventriculaire, la région médiale et la région latérale, auxquelles des fonctions
globales ont été assignées. Par exemple, le réle d’ensemble de la région
périventriculaire est de détecter les signaux en provenance de la circulation sanguine
et du liquide céphalorachidien ainsi que d’organiser et de réguler le systéme
endocrinien (Crosby & Woodburne, 1940 ; Berthoud; 2002). Etant donné la
complexité de [lorganisation de la zone médiale, LeGros Clark a divisé
'hypothalamus en quatre niveaux antéro-postérieurs : le pré-optique, I'antérieur, le
tubéral, et le mammillaire (Le Gros Clark, 1938). En superposant les quatre niveaux
de LeGros Clark aux trois régions longitudinales de Crosby et Woodburne,
I'hypothalamus est maintenant décrit comme une structure cérébrale ayant douze
compartiments contenant plus de quarante noyaux identifiables par histologie, et qui
peuvent étre a leur tour divisés en sous noyaux (Berthoud, 2002; Simerly, 2004).

Malgré la complexité de cette structure cérébrale, des études physiologiques et
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génétiques ont permis d’attribuer certaines fonctions a plusieurs de ces nombreux

noyaux.

La position centrale qu’occupe I'hypothalamus, ainsi que ses multiples
connections bilatérales avec plusieurs régions du SNC, font en sorte que
'hypothalamus est impliqué dans plusieurs processus physiologiques importants
comme la reproduction, la régulation thermale, le stress, la pression artérielle, les
comportements agressifs et défensifs, la défense immunitaire, I'homéostasie

énergétique et I'équilibre hydrique (Berthoud, 2002).

Le role de I'hypothalamus dans le controle de I'appétit a été démontré dans
les années 1940-1950 par Hetherington et Ranson (1940), ainsi que Anand et
Brobeck (1951). A laide de stimulations électro-physiologiques et de Iésions
électrolytiques de noyaux et sous noyaux spécifiques de I'’hypothalamus, ces auteurs
ont démontré que des Iésions bilatérales de la région hypothalamique ventrobasale,
particulierement des noyaux arqué (Arc), paraventriculaire (PV), ventromédial (VM)
et dorsomédial (DM), induisaient une hyperphagie ainsi qu’'une obésité chez le rat
(Hetherington & Ranson, 1940 ; Gold, 1973 ; Friedman & Stricker, 1976). Par contre,
des effets inverses étaient induits, c’est-a-dire une hypophagie et une incapacité a
s’abreuver par suite de Iésions bilatérales des aires hypothalamiques latérales (HL)
(Anand & Brobeck, 1951). Ces travaux ont permis, dans un premier temps, d’établir
le concept de la classique théorie des deux centres hypothalamiques : le centre de la
satiété et le centre de I'appétit (Stella, 1954). Le centre de la satiété, qui inhibe la
prise alimentaire, comprend les noyaux Arc, PV, VM et DM ; le centre de I'appétit, qui
stimule la prise alimentaire, est localisé dans I'hypothalamus latéral. Dans un
deuxiéme temps, ces travaux ont permis d’établir les bases neuro-anatomiques,

neuro-cellulaires et neuro-moléculaires de 'homéostasie énergétique. (voir figure 1)
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Figure 1 : Représentation schématique de I'hypothalamus et de ses noyaux. Vue
coronale (A) et sagitale (B) de I'hypothalamus du rat adulte. Terminologie des
noyaux : aire HL aire hypothalamique latérale, noyau Arc noyau arqué, noyau DM
noyau dorsomédial, noyau PV noyau paraventriculaire, noyau VM noyau

ventromédial. Adapté de Williams et al., 2001.



27

1.1.1.1 Noyau arqué (Arc)

Le noyau arqué, qui occupe presque la moitié de I'’hypothalamus, est situé a la
base du troisiéeme ventricule juste au dessus de I'éminence médiane (Williams et al.,
2001). Cette position du noyau Arc lui permet de former avec I'éminence médiane
une région circumventriculaire ou la barriere hémato-encéphalique (BHE) est plus
perméable, ce qui permet a certaines hormones anorexigénes, telles la leptine et
l'insuline, d’avoir accés a cette région hypothalamique (Broadwell & Brightman, 1976;
Williams et al., 2001).

Le noyau Arc est divisé en deux régions cyto-architecturales distinctes : la
région dorsolatérale et la région ventromédiale (Williams et al., 2001; Simerly, 2004).
La région dorsolatérale contient des cellules de taille moyenne, qui co-synthétisent
les neuropeptides anorexigénes pro-opiomélanocortine (POMC) et cocaine- and
amphetamine-regulated transcript (CART). La région ventromédiale est composé de
petites cellules qui co-synthétisent les neuropeptides orexigénes neuropeptide Y
(NPY) et peptide Agouti (AgRP) (Williams et al., 2001; Berthoud, 2002).

Les projections hypothalamiques du noyau Arc sont abondantes,
bidirectionnelles et surtout concentrées a la région périventriculaire de
'hypothalamus. Les plus denses atteignent et proviennent principalement des
noyaux PV, DM et HL, tous impliqués dans la régulation de la prise alimentaire
(Williams et al., 2001; Berthoud, 2002; Simerly, 2004).

Les projections extra-hypothalamiques du noyau Arc sont dispersées,
bidirectionnelles, directes et/ou indirectes. S’agissant de la régulation de la prise
alimentaire, le noyau Arc émet et recoit des projections axonales du tronc cérébral
principalement au noyau tractus du solitaire (NTS) (EImquist et al., 1998; Berthoud,
2002).
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1.1.1.2 Noyau paraventriculaire (PV)

Le noyau paraventriculaire est considéré comme un microcosme dans
'hypothalamus, en se sens que ses différents groupes de neurones sont impliqués
dans plusieurs fonctions neuro-endocrines et autonomiques. Le noyau PV est
facilement identifiable en histologie, car il forme une structure triangulaire de chaque
c6té du troisieme ventricule. Chez le rat, a la suite détudes de cytologie
architecturale et de connectivité, Swanson et Kuyper (1980) ont divisé le noyau PV
en huit groupes cellulaires (Swanson & Kuyper, 1980). Trois de ces groupes sont
composés principalement, mais pas exclusivement, de neurones magnocellulaires
dont les corps cellulaires mesurent entre 20 et 35 um de diamétre. Les cing autres
groupes sont composés principalement de neurones parvocellulaires, dont le
diamétre des corps cellulaires mesure entre 12 et 26 pym (Swanson & Kuyper, 1980 ;
Sofroniew & Schrell, 1981). Les neurones magnocellulaires se projettent
essentiellement sur I'hypophyse postérieure alors que les neurones parvocellulaires
se projettent ou bien a I'éminence médiane ou bien sur les neurones pré-
ganglionnaires autonomiques du tronc cérébral et de la moelle épiniére (Swanson &

Kuyper, 1980 ; Swanson et al., 1980). (voir figure 2)
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Figure 2 : Structure et projections axonales efférentes du noyau PV chez le rat. Les
neurones magnocellulaires se projettent sur la neuro-hypophyse, tandis qu’une
population de neurones parvocellulaires se projette a 'eminence médiane. Une autre
population de neurones parvocellulaires se projette sur le tronc cérébral,
particulierement sur les noyaux du tractus solitaire, dorsal du nerf vague (X) et les
cornes intermédiolatérales de la moelle épiniére. CRH, substance libératrice de la
corticotropine; mOT, neurones magnocellulaires ocytocinergiques; mVP, neurones
magnocellulaires arginine-vasopressinergiques; pOT, neurones parvocellulaires
ocytocinergiques; OT, ocytocine; SS, somatostatine; TRH, substance libératrice de la

thyrotropine; VP, arginine-vasopressine. Adapté de : Swanson & Sawchenko, 1983.
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1.1.1.2.1 Glande hypophysaire
Le noyau PV module le systéeme neuro-endocrinien via ses projections sur
'hypophyse. L’hypophyse est située ventralement au cerveau, a la jonction méso-
diencéphalique. Cette glande endocrinienne est formée de deux parties : une partie
neurale, le neurohypophyse; et une partie glandulaire, I'adénohypophyse
(Armstrong, 2004).

Neurohypophyse/I’hypophyse postérieure :

Les neurones magnocellulaires se projettent directement sur I'hypophyse
postérieure, formant ainsi le systéme hypothalamo-neurohypophysaire (Swanson &
Kuyper, 1980 ; Swanson, 1987). Ces neurones synthétisent les neurohormones
arginine-vasopressine (VP) et ocytocine (OT) (Swanson, 1987). L’expression de la
VP et de I'OT est mutuellement exclusive, définissant deux groupes distincts de
neurones magnocellulaires (Swaab et al., 1975 ; Vandesande & Dierickx, 1975).
Toutefois, il a été démontré qu’'un sous-groupe des neurones ocytocinergiques
magnocellulaires exprime aussi la neurohormone de la substance libératrice de la
corticotropine (CRH) (Sawchenko et al., 1984). Toutes ces neurohormones sont
directement sécrétées dans la circulation sanguine et sont par la suite acheminés
vers leurs organes cibles ou elles interagissent avec leurs récepteurs respectifs et
régulent divers processus physiologiques tels que : la lactation, la contraction utérine,
les nausées, les distensions gastriques, I'équilibre hydrique ainsi que la pression

artérielle (Swanson, 1987).

Adénohypophyse/hypophyse antérieure :

Un sous groupe de neurones parvocellulaires se projette vers la couche
externe de I'éminence médiane. L’éminence médiane contient un fin plexus
capillaire, le systéme porte, autour duquel s’enroulent les axones des neurones
parvocellulaires. Ces neurones synthétisent et sécrétent dans le systéme porte
plusieurs neurohormones incluant la substance libératrice de la thyrotropine (TRH),
la CRH et la somatostatine (SS), qui sont par la suite acheminés vers I'hypophyse
antérieure. La fonction principale de ces neurohormones est de moduler la sécrétion
de certaines hormones hypophysaires, comme la corticotropine et la thyrothropine
(Swanson & Sawchenko, 1980; Swanson, 1987 ; Armstrong, 2004).
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1.1.1.2.2 Systéme nerveux autonome

Le noyau PV module le SNA parasympathique et sympathique via ses
projections sur les neurones pré-ganglionnaires du tronc cérébral et de la moelle
épiniére. Plusieurs études utilisant des techniques de marquage rétrograde ont
démontré que ces projections du noyau PV au tronc cérébral et a la moelle épiniére
sont soit des projections directes, au sens ou différentes populations parvocellulaires
se projettent directement sur les neurones pré-ganglionnaires du tronc cérébral et les
neurones pré-ganglionnaires de la moelle épiniére ; soit des projections collatérales,
au sens ou une méme population de neurones parvocellulaires se projette via des
collatérales sur les deux régions (Swanson & Sawchenko, 1980).

C’est principalement par ces projections neuronales que le noyau PV régule la

prise alimentaire.

Tronc cérébral :

Une sous-population de neurones parvocellulaires se projette sur le tronc
cérébral caudal, et plus particulierement sur le NTS, le noyau dorsal moteur du nerf
vague (X) (DMV), et 'area postrema (AP), un organe circumventriculaire (Swanson &
Sawchenko, 1980 ; Swanson, 1987). Ces noyaux sont bien connus pour leur

implication dans la régulation de la prise alimentaire.

S’agissant de la régulation de la prise alimentaire, Sawchenko et Swanson
(1982) ainsi que Voorn et Buijs (1983) ont combiné les techniques d’hybridation in
situ, d’immunohistologie et de traceurs rétrogrades, pour démontré que les neurones
parvocellulaires du noyau PV, qui se projettent sur le tronc cérébral, contiennent une
grande variété de neurohormones et de neuropeptides, incluant I'OT, la VP, la SS,
'enképhaline et la substance P (Sawchenko & Swanson, 1982 ; Voorn & Buijs,
1983). Ces auteurs ont aussi constaté que les projections neuronales
ocytocinergiques étaient fortement majoritaires, dépassant, par exemple, les
projections vasopressinergiques par un ratio de 4 pour 1 (Sofroniew & Schrell, 1981 ;
Sawchenko & Swanson, 1982 ; Voorn & Buijs, 1983). Ces résultats ont été
corroborés par Rinaman (1998), dont une étude du développement post-natal de la
maturation des projections ocytocinergiques du noyau PV a montré que les

afférentes ocytocinergiques du NTS et du DMV, chez le rat adulte, proviennent
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exclusivement des neurones parvocellulaires ocytocinergiques du noyau PV. De plus
ces projections se terminent dans la région médiale du NTS plus précisément dans
les sous-noyaux commissural, gelatinosus et médial, ainsi que dans les régions
latérales du DMV (Rinaman, 1998). Ces noyaux sont spécifiquement impliqués dans
la réception et I'intégration d’informations sensorielles et motrices en rapport avec les

systémes gastrique, intestinal et hépatique.

Moelle épiniére :

Une sous-population de neurones parvocellulaires se projette sur les cornes
intermédiolatérales de la moelle épiniére (Swanson et al., 1980; Swanson & Kuyper,
1980 ; Sawchenko & Swanson, 1982). Ces efférences terminent principalement dans
le segment thoracolombaire de la corne intermédiolatérale ou sont situés les
neurones moteurs pré-ganglionnaires de l'innervation sympathiques de I'estomac, le
foie, les intestins et le pancréas (Sawchenko & Swanson, 1982 ; Swanson, 1987 ; la
Fleur et al., 2000 ; Buijs et al., 2001).

Tout comme les projections du noyau PV sur le tronc cérébral, ses projections
a la moelle épiniére contiennent une grande variété de neurohormones et de
neuropeptides dont la dynorphine, I'enképhaline, 'OT et la VP, parmi lesquelles la
VP et I'OT sont prédominantes. Il a été clairement démontré que ces afférences
viscérales ocytocinergiques et vasopressinergiques proviennent exclusivement du
noyau PV (Hallbeck & Blomqvist, 1999 ; Hallbeck et al., 2001).

1.1.1.3 Noyau ventromédian (VM)

Le noyau ventromédian est 'un des plus gros noyaux de I'hypothalamus
(Williams et al.,, 2001; Simerly, 2004). Il se divise en deux parties : une partie
dorsomédiane et une partie ventromédiane, dont les projections efférentes semblent
différentes (Saper et al., 1976; Swanson, 1987; Simerly, 2004), une hypothése qui

reste a confirmer.

Le noyau VM est connecté de fagon bidirectionnelle aux noyaux PV et DM, a
laire HL, ainsi qu'a divers noyaux du tronc cérébral, incluant le NTS et le DMV

(Swanson, 1987 ; Williams et al., 2001 ; Simerly, 2004). Il a été démontré que les
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afférences du noyau DM sont les plus denses et se terminent principalement dans la

région dorsomédiane de ce noyau (Swanson, 1987).

1.1.1.4 Noyau dorsomédial (DM)

Le noyau dorsomédian est situé immédiatement au dessus du noyau VM.
Tout comme le noyau VM, limplication du noyau DM dans la régulation des
processus d’ingestion provient de l'observation que ce noyau posséde plusieurs
connextions réciproques, directes et/ou indirectes, avec d’autres régions impliquées
dans la régulation de la prise alimentaire (Simerly, 2004). En effet, le noyau DM
recoit de multiples afférences du tronc cérébral, particulierement du NTS, en plus
d’en recevoir d’autres en provenance de plusieurs noyaux hypothalamiques comme
le noyau PV, le VM et l'aire HL (Swanson, 1987 ; Williams et al., 2001, Saper, 2004 ;
Simerly, 2004).

Il a été démontré que le noyau DM se projette de fagon réciproque sur ces
différentes régions du SNC. Cependant, ce sont les régions parvocellulaires du
noyau PV qui regoivent la plus dense innervation (Simerly, 2004). Il est aussi connu
que les projections du noyau DM sur le tronc cérébral se terminent de facon
dispersée dans le NTS, le DMV, ainsi que dans diverses régions non identifiées de la
moelle épiniére (Swanson, 1987). Finalement, en rapport avec la régulation de la
prise alimentaire, il faut souligner que Kdhler et ses collégues (1984) ont démontré, a

laide d’injections de marqueurs rétrogrades dans la moelle épiniére, que ces
efférences contiennent aussi 'hormone de stimulation du mélanocyte alpha (0-MSH)

(Kohler et al., 1984). Ce peptide est un neuromédiateur catabolique important,
impliqué dans I'une des voies neuronales les mieux caractérisées de la régulation de

la prise alimentaire, la voie neuronale de la mélanocortine.

1.1.1.5 Aire hypothalamique latérale (HL)

L’aire hypothalamique latérale est une région vaguement définie et
hétérogéne composée de plusieurs noyaux distincts (Berthoud, 2002). Méme si cette
région est connue comme le centre de la faim, l'identification de ses afférences et
efférences est difficile. La raison principale de cette difficulté est le fait que I'aire HL

est traversée par le faisceau prosencéphalique median (MFB) (Berthoud, 2002 ;
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Simerly, 2004). Le MFB contient des axones en provenance de nombreux noyaux
cellulaires différents. De ce fait, les résultats d’études utilisant des traceurs
rétrogrades, sont difficiles a interpréter, en raison du marquage possible d’axones

« en passage » (Veening et al., 1982 ; Simerly, 2004).

Cependant, des études utilisant des traceurs antérogrades laissent croire que
l'aire HL a un vaste territoire de projections efférentes. En effet, I'aire HL se projette
sur le cortex cérébral, I'hippocampe, I'amygdale, les ganglions de la base, le
thalamus, la région médiale et periventriculaire de I'hypothalamus, plusieurs noyaux
du tronc cérébral et a la moelle épiniére (Berthoud, 2002). En rapport avec la
régulation de la prise alimentaire, Elias et ses collégues (1999) ont démontré qu’en
provenance de I'hypothalamus lui-méme, l'aire HL recoit trés peu d’afférences des
noyaux PV, DM et VM, mais recoit une forte densité d’afférences du noyau Arc (Elias
et al., 1999). De plus, il a été démontré que les connexions entre I'aire HL et le tronc

cérébral sont réciproques (Berthoud, 2002 ; Simerly, 2004).

L’aire HL est composée d’au moins deux populations de neurones (Williams et
al., 2001 ; Berthoud, 2002 ; Saper, 2004)dont une qui se projette sur de nombreuses
régions du SNC et contient la neurohormone mélanine (MCH). Cette neurohormone
joue vraisemblablement un réle physiologique important dans la régulation de la
prise alimentaire. En effet, chez la souris, l'invalidation de ce géne, ou du géne d’une
des isoformes de ses récepteurs, provoque une hypophagie et un certain degré de
maigreur (Shimada et al.,, 1998 ; Marsh et al., 2002). De fagon opposée, une
surexpression de ce neuropeptide provoque une obésité (Ludwig et al., 2001).
L’autre population de neurones co-exprime les neuropeptides orexine-A et la
dynorphine. Cette population se projette particulierement sur le tronc cérébral et la
moelle épiniére (Williams et al., 2001 ; Berthoud, 2002 ; Saper, 2004).

1.1.2 Tronc cérébral
Comme pour I'hypothalamus, des régions spécifiques localisées dans le tronc
cérébral au niveau de I'AP sont connues pour leur implication dans le contréle de la

prise alimentaire. Ces régions sont: le NTS et le DMV. Ces régions sont
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communément appelées le complexe dorsal moteur du nerf vague (X) (DVC). (voir

figure 3)
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Figure 3 : Structure du complexe dorsal moteur du nerf vague (X) (DVC) chez le rat
adulte. (A) Vue dorsale du tronc cérébral dont le cervelet a été enlevé. Les lignes 1
et 2 indiquent la région du DVC située a la hauteur de I'area postrema. (B) Vue
coronale du DVC. Le DVC est composé de deux noyaux: le noyau du tractus
solitaire (NTS) et le noyau dorsal moteur du nerf vague (X) (DMV). (C) Vue coronale
des sous-noyaux du NTS et du DMV. Terminologie des sous-noyaux : C, sous noyau
central; Com sous noyau commissural; D, sous noyau dorsal; G, sous noyau
gelatinosus; i, sous noyau interstitial; iM, sous noyau intermédial; M, sous noyau
médial; V, sous noyau ventral; VL, sous noyau ventrolatéral, DMV latéral, sous noyau
latéral du nerf dorsal moreur du nerf vague (X); DMV médial, sous noyau médial du
nerf dorsal moteur du nerf vague (X). Adapté de Zhang & Ashwell, 2001b.
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1.1.2.1 Noyau du tractus solitaire (NTS)

Le noyau du tractus solitaire est 'un des plus importants noyaux sensoriels du
SNC, qui recoit les afférences des nerfs craniens V, VII, IX et X, du tronc cérébral,
ainsi que du télencéphale (Swanson 1987 ; Zhang & Ashwell, 2001a ; Saper, 2004).
Le NTS est non seulement un centre de relais, mais aussi un centre intégrateur pour
plusieurs fonctions autonomiques, tel que: la respiration, la régulation cardio-
vasculaire et la régulation de la prise alimentaire. Le NTS est situé dans la partie
dorsale du bulbe rachidien (medulla oblongata) et divisé en neuf sous-noyaux : le
sous-noyau commissural (Com), le sous-noyau gelatinosus (G), le sous-noyau
médial (M), le sous-noyau ventrolatéral (VL), le sous noyau-ventral (V), le sous-
noyau dorsal (D), le sous noyau-intermédial (iM), le sous-noyau interstitiel (i) et le
sous-noyau central (C), qui sont disposés en colonnes longitudinales le long de I'axe
rostrocaudal (Sawchenko, 1983 ; Zhang & Ashwell, 2001b). Un schéma de la cyto-
architecture du NTS, chez le rat, est présenté dans la figure 3. Certaines fonctions
ont été attribuées a certains de ces sous-noyaux (Zhang & Ashwell, 2001b). Par
exemple, pour ce qui est de la régulation de la prise alimentaire, il a été démontré
que les afférences sensorielles du nerf vague (X), localisées dans les viscéeres
gastriques, se terminent principalement dans la division médiale du NTS, c’est-a-dire
dans les sous-noyaux Com, G, M, iM, i et C (Altschuler et al., 1992). Il a aussi été
démontré que les sous-noyaux D, Com et M transmettent des informations
sensorielles en lien avec le processus de digestion. Par exemple, la distension
répétitive de I'estomac et/ou des intestins, induite expérimentalement a des vitesses
et des volumes qui imitent les mouvements physiologiques naturels de I'appareil
digestif lors de lingestion d’aliments, activent I'expression du géne c-fos, un
marqueur précoce de I'activation neuronale, dans les sous-noyaux Com et M (Zhang
& Ashwell, 2001b).

En plus de recevoir les afférences sensorielles du nerf vague (X), le NTS
recoit aussi des projections afférentes directes de plusieurs noyaux
hypothalamiques, incluant les noyaux Arc, PV, DM, VM et de laire HL. Ces
connexions entre I'hypothalamus et le NTS sont bidirectionnelles (Palkovits et al.,
1980 ; Sawchenko, 1983 ; Saper, 2004). Il a été proposé que ces projections

neuronales modulent la sensibilit¢ des neurones du tronc cérébral aux facteurs
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humoraux impliqués dans la régulation a long terme de la prise alimentaire
(Rinaman, 2006). L’'une de ces projections les mieux connues pour son réle dans la

régulation de la prise alimentaire est la voie afférente PVN-NTS.

Il faut aussi savoir que les neurones du NTS se projettent sur le DMV et 'AP,
pour former un circuit local réflexe qui régule la prise alimentaire a court terme
(Sawchenko, 1983 ; Berthoud, 2002 ; Saper, 2004).

1.1.2.2 Noyau dorsal moteur du nerf vague (X) (DMV)

Le noyau dorsal moteur du nerf vague (X), situé ventralement au NTS dans le
tronc cérébral, est le principal noyau moteur du nerf vague (X). Le DMV contient les
neurones moteurs pré-ganglionnaires parasympathiques qui innervent les neurones
post-ganglionnaires abdominaux associés a I'estomac, l'intestin gréle, le colon, le
pancréas et le foie (Altschuler et al., 1992; Rinaman & Levitt, 1993). Le DMV est
composé de cing colonnes longitudinales, qui correspondent aux cing branches sous
diaphragmatiques du nerf vague (X), c’est-a-dire la branche droite du nerf gastrique,
la branche gauche du nerf gastrique, la branche coeliaque, la branche accessoire du
coeliaque et la branche hépatique. Les deux colonnes longitudinales situées pres de
la ligne médiane forment le noyau DMV médial et correspondent aux efférences
gastriques du nerf vague (X). Les deux colonnes longitudinales éloignées de la ligne
médiane forment le DMV latéral et correspondent aux branches sous
diaphragmatiques coeliaque et accessoire coeliaque du nerf vague. Finalement, la
cinquiéme colonne longitudinale correspond a la branche sous diaphragmatique
hépatique (Fox & Powley, 1985 ; Norgren & Smith, 1988 ; Altschuler et al., 1991).

A linstar du NTS, les colonnes du DMV présentent une organisation
viscérotopique (Altschuler et al., 1991 ; Rinaman & Levitt, 1993). En effet, le DMV a
une organisation médiolatérale qui correspond a la position rostrocaudale des
viscéres du systéme digestif. Par exemple, I'estomac et le duodénum sont
représentés dans le noyau DMV médial ; tandis que le jéjunum, l'léum et le colon
ascendant sont représentés dans le noyau DMV latéral (Altschuler et al., 1991 ;
Rinaman & Levitt, 1993).
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Au sujet de la régulation de la prise alimentaire, il a été démontré que les
dendrites des neurones moteurs du DMV s’étendent dans des régions spécifiques du
NTS, tel que les sous-noyaux G, Com et M. Ces sous-noyaux sont des sites
primaires de terminaison des afférentes sensorielles du systéme digestif (Shapiro &
Misselis, 1985 ; Rinaman et al., 1989 ; Altschuler et al., 1992). Ce contact direct entre
ces axones afférents sensoriels et les dendrites des neurones moteurs suggére que

le systéme sensoriel module I'activité des neurones moteurs.

1.1.3 Développement des circuits neuronaux hypothalamiques
Méme si des études combinant marquage antérograde et rétrograde a des
techniques d'immunologie ont permis de localiser et de caractériser les circuits
neuronaux entre I'’hypothalamus, le tronc cérébral et les viscéres abdominaux
impliqués dansla régulation de la prise alimentaire, trés peu de données
expérimentales concernent les facteurs impliqués dans le développement et la mise

en place de ces circuits.

Toutefois, au cours de la derniére décennie, I'importance de la leptine dans le
développement et la mise en place de certains de ces circuits a été reconnue. En
effet, Bourret et ses collegues (2004) ont démontré que certains circuits
hypothalamiques, plus précisément les projections axonales du noyau Arc sur les
noyaux PV, DM et 'aire HL, se développent durant les deux premiéres semaines de
vie chez le rongeur et que la leptine est requise comme signal trophique pour
stimuler la croissance des axones des neurones du noyau Arc vers ces autres
noyaux hypothalamiques (Bourret et al., 2004a). De fait, la densité des axones du
noyau Arc se projetant sur les noyaux PV, DM et l'aire HL est diminuée chez les
souris déficientes en leptine (souris ob/ob) au cours des deux premiéres semaines
de vie et le reste chez l'adulte. Toutefois, l'injection de leptine durant ces deux
premiéres semaines de vie, mais pas chez la souris adulte, augmente le nombre de
projections efférentes du noyau Arc chez les souris ob/ob et diminue la prise
alimentaire a long terme (Bourret et al., 2004a ; 2004b). Ces données suggerent que
l'obésité associée a une déficience en leptine pourrait impliquer une composante

développementale.
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Cette hypothése est corroborée par le fait que les ratons et les souriceaux
dont la mére a regu une diéte hypocalorique durant la gestation sont a haut risque de
développer de I'obésité lorsque confrontés ultérieurement a une diéte riche en gras,
comme si la malnutrition maternelle programmait I'animal a vivre dans la disette
(Lucas, 1998). Toutefois, différents protocoles expérimentaux d’injection de leptine
durant les deux premiéres semaines de vie peuvent corriger l'effet de cette
programmation fcetale sur la régulation de I'équilibre énergétique (Vickers et al.,
2005 ; Yura et al., 2005). Ces observations renforcent I'idée que le taux de leptine
durant cette phase du développement représente un déterminant essentiel du
devenir énergétique de I'animal. Cependant, si ses données suggéerent que la leptine
agit dans I'’hypothalamus pour reprogrammer les animaux dont les meéres ont
consommeé une diéte hypocalorique, aucune donnée n’existe a savoir si cet effet met

en jeu I'action de la leptine sur la croissance des axones du noyau Arc.

D’autres données récentes suggerent que le développement des projections
axonales bidirectionnelles entre le noyau PV et les noyaux NTS et le DMV, et
notamment celui des efférences parvocellulaires ocytocinergiques du noyau PV et
des afférences catécholaminergiques du noyau PV, est aussi stimulé par la leptine
durant cette méme période de vie. Plusieurs observations chez les rongeurs
supportent cette hypothése. Tout d’abord, ’ARN messager (ARNm) de méme que le
récepteur de la leptine, sont exprimés dans les noyaux PV, NTS et DMV. En second
lieu, tout comme les axones efférents du noyau Arc, les projections axonales entre le
noyau PV et le NTS et DMV se développent durant la période embryonnaire, sont
établies a la naissance et continuent de croitre durant les deux et trois premiéres
semaines de vie (Rinaman 1998; 2001). De fagon intéressante, il a été démontré que
les projections ocytocinergiques médient, en partie, I'effet de la leptine sur la prise
alimentaire (Blevins et al., 2004). De plus, Rinaman et ses colléegues (2005) ont
démontré que ces mémes projections axonales sont requises pour que se manifeste
l'effet anorexigéne de la déshydratation (Rinaman et al., 2005). Tout comme
'absence d’effet anorexigéne observé chez les souris ob/ob par suite de
'administration de leptine durant les deux premiéres semaines de vie, la réponse
anorexigéne par suite d’'une déshydratation n’est observée qu’aprés cette période,
possiblement a cause de I'immaturité des projections en question (Rinaman et al.,
2005).
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1.2 Régulation de la prise alimentaire

La régulation de la prise alimentaire est associée a deux systémes de
contréle : le contrOle a court terme et le contréle a long terme. Ce concept de double
contrble a été proposé par Gerard Smith (1996), par suite de I'analyse des travaux
de Grill et Norgren (1978) sur le comportement alimentaire des rats décérébrés. Ces
derniers ont constaté que méme si le rat décérébré, avec une transsection compléte
entre le tronc cérébral et le télencéphale, est capable de s’alimenter lorsqu’on place
de la nourriture dans sa bouche et/ou dans son systéme digestif, il est incapable
d’ajuster la quantité de ce qu’il consomme aprés un jedne de 24 heures (Grill &
Norgren, 1978a ; 1978b). En effet, 'animal décérébré répond de maniére adéquate
aux signaux de satiété mais est incapable d’ajuster la taille de son repas en fonction
de ses réserves énergétiques. Par conséquent, en 1996, Gerard Smith suggéra une
théorie : « The theory of Direct and Indirect control of meal size » (Smith, 1996;
2000a). Cette théorie postule que le tronc cérébral caudal regoit des signaux directs
et/ou de court terme --provenant des systémes gastrique, intestinal et hépatique-- qui
informent du statut alimentaire immédiat de l'individu; et que I'hypothalamus regoit
des signaux indirects et/ou a long terme --provenant principalement des réserves
adipeuses-- qui informent du statut des réserves énergétiques adipeuses de
'organisme. Par conséquent, les circuits neuronaux situés dans le tronc cérébral ont
la capacité de réguler, de maniére indépendante, les mécanismes primaires de la
faim et de la satiété, c’est-a-dire le début et la fin d’'un repas, tandis que les circuits
neuronaux de I'hypothalamus intégrent et interprétent les signaux adipeux pour
maintenir la stabilité des réserves énergétiques de I'organisme. Ce modéle déduit
aussi I'existence d’une interaction entre le contréle a court et long terme, afin de
générer une réponse alimentaire permettant le maintien de la stabilité pondérale. Les
circuits neuronaux hypothalamiques, qui sont sensibles aux signaux adipeux, ont la
capacité de moduler l'activité des circuits neuronaux du tronc cérébral, lesquels
induisent les phénoménes de rassasiement et de satiété (Smith, 1996 ; 2000a). De
ce fait, a cette double régulation de court et de long termes correspondent
manifestement des signaux afférents humoraux distincts, qui donnent un bilan
complet du statut alimentaire et énergétique de l'organisme; et des circuits
neuronaux distincts, qui, cependant, agissent de concert afin d’assurer ’lhoméostasie
énergétique (Harold, 2004 ; Anubhuti, 2006 ; Dhillo, 2007).
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1.2.1 Systéeme de controle a court terme

Le contrdole de la prise alimentaire a court terme est associé au statut
nutritionnel immédiat de I'organisme. Par conséquent, cette régulation détermine le
début et la fin d’un repas, c’est-a-dire la taille du repas. La régulation de la prise
alimentaire a court terme se manifeste par des prises alimentaires discontinues au
cours d’une journée. Celles-ci résulte théoriquement de la succession de la sensation
de faim, qui conduit a rechercher les aliments et a les consommer, du processus de
rassasiement, qui provoque linterruption de la prise d’aliments, puis de I'état de
satiété, qui explique I'absence de prise alimentaire dans les intervalles inter-
prandiaux. L’homéostasie énergétique n’est apparemment pas contrblée trés
strictement a court terme puisqu’il existe, chez tout individu, une grande variabilité de

prise alimentaire et de dépense énergétique d’une journée a l'autre.

Des circuits neuronaux, ainsi que des signaux afférents nerveux et des
facteurs humoraux, sont associés au systéme de contrbéle de la prise alimentaire a

court terme.

1.2.1.1 Voies neuronales
Le circuit neuronal du contréle a court terme comprend principalement deux
noyaux, le NTS et le DMV ainsi que les fibres nerveuses afférentes et efférentes du
nerf vague (X) localisées dans les viscéres abdominaux, c’est-a-dire dans I'estomac,
l'intestin gréle, le colon, la vésicule biliaire, le foie et le pancréas. Un schéma de ce

circuit neuronal est illustré a la figure 4.

Le mécanisme fonctionnel du contréle a court terme consiste en des signaux
afférents nerveux et humoraux en provenance des viscéres abdominaux jusqu’au
NTS, suivi de l'interprétation, par le NTS, et de la conversion, par le DMV, de ces
activités en commandes motrices envoyées aux organes périphériques (Schwartz,
2000 ; Smith, 2000b).
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Figure 4. Représentation schématique des voies neuronales de la régulation, a court

et a long termes, de la prise alimentaire. Adapté de Schwartz et al., 2000.

1.2.1.2 Signaux nerveux
De multiples signaux sensoriels sont véhiculés par le nerf vague (X) et sont,
pour la plupart, inhibiteurs de la prise alimentaire. Ces signaux sensoriels sont a la
fois mécaniques et chimiques et sont initiés par: 1) des mécanorécepteurs gastriques
indiquant l'état de réplétion gastrique; 2) des chémorécepteurs gastriques et
intestinaux indiquant la présence de nutriments dans le tube digestif; et 3) des

signaux nerveux d’origine hépatique indiquant la métabolisation de substrats

énergétiques (Havel, 2001).
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1.2.1.3 Facteurs humoraux a court terme

Les facteurs humoraux impliqués dans le contréle de la prise alimentaire a
court terme sont des facteurs qui informent du statut nutritionnel immédiat de
'organisme. Par conséquent, ces facteurs humoraux sont produits principalement
par le systéme digestif et sécrétés immédiatement avant et aprés le début d’'un
repas, afin de controler la taille du présent repas. A I'exception de la ghreline, ces
facteurs sont, pour la plus part, inhibiteurs de la prise alimentaire immédiate. Par
conséquent, ils induisent I'état de satiété. L'effet satiétogéne de ces facteurs
humoraux lors de la prise alimentaire est rapide, immédiat et de courte durée. Les
principaux facteurs humoraux du contréle de la prise alimentaire a court terme sont :
la cholécystokinine (CCK), le peptide YY (PYY) et la ghreline.

1.2.1.3.1 Cholécystokinine (CCK)

La cholecystokinine est le prototype des peptides de la satiété et demeure le
peptide du systéeme digestif le plus étudié. On retrouve la CCK dans le SNC ainsi que

dans plusieurs organes du systéme digestif.

Dans le SNC, la CCK est largement exprimée dans les neurones du cortex, de
'amygdala, de I'hippocampe, du thalamus, de I'hypothalamus, des ganglions de la
base et du tronc cérébral (Beinfeld & Palkovits, 1981 ; Crawley & Corwin, 1994 ;
Noble et al., 1999). La CCK est présente a la fois dans les corps cellulaires et dans
les axones des cellules nerveuses ou elle semble agir comme neurotransmetteur et
neuromodulateur. En ce sens, plusieurs études ont démontré une association entre
une perturbation de la voie centrale de la CCK et certains désordres
neuropsychiatriques, tels que I'anxiété, la schizophrénie et les désordres alimentaires

boulimie et anorexie (Crawley & Corwin, 1994 ; Noble et al., 1999).

Dans le systéme digestif, la CCK se retrouve aussi bien dans les cellules
entéroendocrine-l des muqueuses de l'intestin, principalement dans le duodénum et
le jéjunum, que dans les nerfs entériques de l'iléon et du colon (Polak et al., 1975 ;
Buffa et al., 1976 ; Larsson & Rehfeld, 1978 ; Crawley & Corwin, 1994 ; Noble et al.,
1999). Il existe plusieurs isoformes de CCK, qui dérivent tous d'un peptide

précurseur, la pré-procholécystokinine, par suite de réactions protéolytiques. Ces
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modifications post-traductionnelles sont spécifiques a chaque organe, ce qui entraine
un patron d’expression des diverses isoformes bio-actives qui differe d’'un organe a
lautre. Par exemple, les cellules entéroendocrine-l sécrétent principalement les
isoformes CCK-33 et CCK-8; tandis que I'isoforme CCK-8 prédomine dans le SNC
(Rehfeld et al., 2003 ; Strader & Woods, 2005). Dans lintestin, la sécrétion de la
CCK est stimulée principalement par la présence d’acides gras, de protéines, ainsi
que de leurs divers produits de digestions dans le canal intraluminal de l'intestin
(Liddle et al., 1995 ; McLaughlin et al., 1999 ; Matzinger et al., 2000).

La sécrétion de la CCK induit de multiples actions physiologiques du systeme
gastrointestinal, incluant la stimulation de la sécrétion de la bile et des enzymes
pancréatiques, la contraction de la vésicule biliaire, linhibition de la vidange
gastrique, ainsi que l'altération de la motilité des intestins (Crawley & Corwin, 1994 ;
Grider, 1994 ; Noble et al., 1999 ; Rehfeld et al., 2003 ; Strader et Woods, 2005). La
plupart de ces actions sont causées par I'action endocrine de la CCK qui circule dans
le sang. Elles ont pour but doptimiser la digestion et I'absorption des
macronutriments, particulierement celles des protéines et les acides gras (Rehfeld et
al., 2003 ; Strader et Woods, 2005).

La CCK agit aussi de facon paracrine en activant les fibres afférentes
sensorielles du nerf vague (X). Cette voie neuronale, une fois activée, envoie
directement au tronc cérébral un signal de rétrocontréle négatif qui induit la sensation
de satiété, par conséquent l'arrét de consommation. Cette action paracrine de la
CCK est démontrée par le fait que I'effet inhibiteur de la CCK sur la prise alimentaire
est éliminé a la suite d’'une vagotomie sous diaphragmatique et/ou de la destruction
sélective des petites fibres afférentes sensorielles, dépourvues de myéline, du nerf
vague (X), par un traitement a la capsaicine (Ritter & Ladenheim, 1985 ; Smith et al.,
1985 ; South & Ritter, 1988 ; Mercer et al., 1992 ; Moran et al., 1997). De méme, les
dommages au NTS, qui recoit directement les afférences sensorielles du nerf vague

(X), altérent I'effet inhibiteur de la CCK sur la prise alimentaire (Edwards et al., 1986).

Les récepteurs qui reconnaissent la CCK appartiennent a la famille des
récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés a une protéine G (Herranz,

2003). Deux sous-types de récepteurs ont été identifiés : le CCKa (pour Alimentary)
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ou CCK-1 et le CCKg (pour Brain) ou CCK-2 (Crawley & Corwin, 1994 ; Nobel et al.,
1999 ; Herranz, 2003). Les récepteurs CCKa se retrouvent principalement et a forte
densité dans le systéme digestif (pancréas, vésicule biliaire, muqueuse gastrique,
sphincter pylorique, sphincter d’Oddi et sphincter de l'oesophage), ou ils sont
responsable de la régulation des divers processus digestifs. De plus, ils sont
présents dans des régions spécifiques du systéme nerveux périphérique, c’est-a-dire
sur les afférences sensorielles du nerf vague (X), et dans le SNC, particulierement
dans le NTS et le noyau DM, ou ils induisent I'effet de satiété de la CCK (Garlicki et
al., 1990 ; Crawley & Corwin, 1994 ; Nobel et al., 1999 ; Herranz, 2003). Les
récepteurs CCKg sont, quand a eux, retrouvés esssentiellement dans le SNC
(Crawley & Corwin, 1994 ; Nobel et al., 1999 ; Herranz, 2003). Il a été démontré que
c’est principalement par ces récepteurs que la CCK induit ses effets anxiogéne,

nociceptif et neuroprotecteur (Crawley & Corwin, 1994 ; Nobel et al., 1999).

Méme si I'existence de la CCK remonte a la fin des années 1920, lorsque Ivy
et Oldberg (1928) ont observé que des extraits de muqueuse intestinale de colon de
cochon provoquaient des contractions de la vésicule biliaire chez le chien, ce n’est
que dans les années 1970 que l'implication de la CCK dans la régulation de la prise
alimentaire a été proposée (lvy & Oldberg, 1928 ; Gibbs et al., 1973). En 1973, Gibbs
et ses collegues ont démontré que linjection exogéne de CCK de cochon
partiellement purifiée ou de CCK-8 synthétique dans la cavité péritonéale chez la rat,
diminue leur appétit (Gibbs et al., 1973). Il a de plus été démontré que le phénotype
produit, a la suite de l'injection de ce peptide était similaire a un phénotype de
satiété naturellement induit chez les animaux a la fin de chaque repas (Antin et al.,
1975). Ces observations ont conduit a proposer que le réle de la CCK dans la
régulation de la prise alimentaire soit d’accélérer le processus de satiété en
diminuant la taille et la durée du repas. Cette hypothése a été étayée par
I'observation que l'injection intra-cérébrale de CCK diminue aussi la taille du repas
(Gibbs & Smith, 1977 ; Zhang et al., 1986 ; Asin et al., 1992) et que l'effet inverse,
c’est-a-dire une augmentation de la taille du repas, est observé aprés linjection
d’antagonistes spécifiques au récepteur CCKa (Hewson et al., 1988 ; Moran et al.,
1992; 1993 ; Corp et al., 1997).
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Récemment, des études comportementales ont démontré que la CCK
appartient spécifiquement a la catégorie des signaux humoraux a court terme. Ceci
est illustré par le fait que, chez le rat, l'injection répétée a long terme ou méme
intermittente de CCK n’a aucun effet sur la masse pondérale (Crawley & Beinfeld,
1983; West et al., 1984 ; 1987; Lukaszewsky & Praissman, 1988). Quand la taille de
chaque repas est réduite par l'action de la CCK, les animaux compensent en
augmentant la fréquence des repas (West et al., 1984 ; 1987). Par conséquent,
'apport calorique moyen journalier ainsi que la masse pondérale de ces animaux
demeurent relativement stables pour ne pas dire inchangés (West et al., 1984 ;
Lukaszewski & Praissman, 1988). De plus, la CCK doit étre injectée peu avant ou
aprés le début initial du repas afin de produire son effet inhibiteur sur la prise
alimentaire. En fait, si l'injection de CCK a lieu plus de 15 minutes avant le moment
initial du repas, I'effet inhibiteur de la CCK n’est pas observé (Gibbs et al., 1973).

Finalement, la CCK joue possiblement un réle comme médiateur de
l'interaction entre la régulation de la prise alimentaire a court et a long termes par son
action directe dans le tronc cérébral, particulierement dans le NTS. Cette hypothése
est corroborée par plusieurs observations. Tout d’abord, des connexions neuronales
bidirectionnelles existent entre le NTS et divers noyaux hypothalamiques impliqués
dans la régulation de la prise alimentaire a long terme. En second lieu, il a été
démontré que linjection intra-péritonéale (i.p.) de CCK induit, d’'une part, I'activation
du géne c-fos, un marqueur précoce de l'activation neuronale, dans le NTS et le
noyau PV de souris, et d’autre part, comme effet physiologique, une réduction de la
durée et de la taille du repas (Li & Rowland, 1995; Barrachina et al., 1997; Wang et
al., 1998b; Edmond et al., 1999). Finalement, il a ét¢é démontré que l'une des
populations neuronales activées par l'injection i.p. de CCK exprime le POMC. La voie
hypothalamique de la mélanocortine est aussi impliquée dans la régulation de la
prise alimentaire a long terme (REFS).

1.2.1.3.2 Peptide YY (PYY)
Le peptide YY est un peptide de 36 acides aminés qui appartient a la famille
des polypeptides pancréatiques. Ce peptide est synthétisé par les cellules

intestinales L du segment distal de lintestin. Aprés I'ingestion d’un repas, PYY est
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sécreté dans la circulation sanguine et les concentrations plasmatiques sont
proportionnelles aux valeurs caloriques du repas consommé. Par exemple, un repas
riche en matiéres grasses induit une plus grande sécrétion de PYY qu’un repas riche
en protéines et/ou en hydrates de carbones. |l existe deux formes principales de
PYY : PYY136 et PYY336. Le PYY3.36 est la forme active que I'on retrouve dans les
cellules endocrines de la muqueuse intestinale ainsi que dans la circulation sanguine
(McGowan & Bloom, 2004 ; Le Roux & Bloom, 2005). Le PYY médie ces fonctions
physiologiques via des récepteurs appartenant a la famille de récepteurs Y. Plusieurs
isofomes de récepteurs Y —Y1R-Y5R—ont été identifiées et sont exprimés dans
I'hypothalamus, le tronc cérébral et le nerf vague (X) (Browing & Travagli, 2003 ; Cox
& Randish, 2004 ; Abbott et al., 2005b ; Koda et al., 2005). Méme si la forme PYY .35
est capable de se lier a toutes les isoformes de récepteurs Y, la forme active, PYY3.35
se lie préférentiellement, avec une plus grande affinité, a l'isoforme Y2R. Il a méme
été démontré que c’est via son interaction avec l'isoforme Y2R que PYY33s médie
son effet anorexigéne. De fait, I'action anorexigene du PYY3;.3s est absente chez les
souris invalides pour le géne du récepteur Y2R (Batterhan et al.,, 2002). De plus,
chez le rat, la co-injection de PYY3.356 avec un antagoniste du récepteur Y2R dans le
noyau Arc bloque l'effet inhibiteur de ce peptide sur la prise alimentaire (Abbott et
al., 2005a : Scott et al., 2005).

Le PYY exerce plusieurs effets sur le systéme digestif, tel que : favoriser
I'absorption de liquides et d’électrolytes et inhiber la sécrétion gastrique, la sécrétion
pancréatique, les contractions de la vésicule biliaire et la vidange gastrique, ce qui
favorise I'absorption et la digestion des nutriments. En plus de ces effets
physiologiques, PYY joue aussi un réle dans la régulation de la prise alimentaire
comme facteur de satiété pour favoriser la terminaison d’un repas et possiblement
comme facteur d’adiposité pour diminuer la masse pondérale (Le Roux & Bloom,
2005).

En ce qui concerne la régulation de la prise alimentaire, PYY influence
principalement la régulation a court terme. En effet, chez les rats non obéses ainsi
que chez les souris et les humains obéses et non obéses, il a été démontré que
l'injection intraveineuse (i.v.) et i.p. de PYY3.36 inhibe la prise alimentaire (Batterham
et al., 2002 ; 2003 ; Challis et al., 2004 ; Halatchev et al., 2004 ; Pittner et al., 2004).
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Par exemple, chez la souris, il a été démontré que l'injection i.p. de PYY3.36 réduit la
prise alimentaire de 20 a 45% sur une période de 3 a 4 heures par suite d’un jeGne
et/ou lors de la phase nocturne du cycle nuit-jour (Halatchev et al., 2004). Chez
’lhumain, une réduction de 30% est observée, et I'effet du peptide se maintient sur
une période de 12 heures (Batterham et al., 2003). Il est a noter que cet effet
physiologique est observé chez les animaux complétement acclimatés aux
procédures expérimentales. Chez I'animal non acclimaté, I'effet de stress semble
masquer I'effet anorexigéne du peptide (Batterham et al., 2002 ; Halatchev et al.,
2004).

Certaines études chez les rats obéses et non obéses ainsi que certains
modéles de souris obéses ont démontré que l'injection chronique i.v. et/ou i.p. de
PYY3.36 pouvait aussi induire une diminution de la masse pondérale (Batterham et
al., 2002 ; Pittner et al., 2004). Ce résultat est controversé car d’autres groupes de
chercheurs n’ont pas réussi a le reproduire (Challis et al., 2004 ; Tschop et al., 2004).
Par exemple, Challis et ses collegues (2004) n'ont pas observé de diminution de la
masse pondérale chez des souris sauvages de méme que chez des souris invalides
pour le géene POMC, souris POMC”, traitées de facon chronique avec le PYY3.36
(Challis et al., 2004). De fagon similaire, Tschop et ses collegues (2004) n’ont pas
été capable de reproduire les résultats de Batterham et ses collégues (2002), c’est-a-
dire une diminution de la prise alimentaire de méme qu’une diminution de la masse
pondérale, par suite de I'admistration chronique de PYY3;.3s dans plusieurs modéles
de rongeurs (Tschop et al., 2004). Récemment, toutefois Chelikani et ses collegues
(2006) ont démontré que l'effet inhibiteur de PYY3.3 sur la masse pondérale est
observé seulement quand les intervalles d’injection de PYY3.36 sont rapprochés de
facon a éviter un effet de rebond compensatoire du systéme de régulation de la prise
alimentaire pour reéquilibrer ’lhoméostasie énergétique (Chelikani et al., 2006). Chez
la souris invalides pour le gene PYY, souris PYY”, qui est hyperphagique et obése, il
a été démontré que ladministration chronique de PYYj.3s corrige le phénotype
d’obésité observé, et diminue, entre autres, la masse pondérale (Batterham et al.,
2006).
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Le PYY semble induire ces effets inhibiteurs sur la régulation de la prise
alimentaire en interférant a plusieurs niveaux du circuit neuronal qui régule la prise

alimentaire.

Diverses données suggerent que le PYY3.36 agit dans le noyau Arc via les
récepteurs Y2R pour moduler I'expression de la NPY, un puissant neurotransmetteur
orexigéne impliqué dans la régulation de la prise alimentaire. Dans un premier
temps, il a été démontré que l'injection de PYY3 35 spécifiquement et directement
dans le noyau Arc diminue la prise alimentaire durant sa phase nocturne de méme
que par suite d'un jeline chez les rongeurs (Batterham et al., 2002). Deuxiemement,
il a été démontré que I'expression de la protéine c-FOS est augmentée dans le
noyau Arc apres l'injection i.p. de PYY3.36 (Batterham et al., 2002 ; Halatchev et al.,
2004). Ces effets sont fort probablement médiés via les auto-récepteurs pré-
synaptiques inhibiteurs Y2R présents sur les neurones exprimant la NPY dans le
noyau Arc. Cette hypothése est corroborée par I'absence d’inhibition de la prise
alimentaire chez les souris invalides pour le géne du récepteur Y2R, souris Y2R”,
aprés linjection i.p. de PYYsss. Finalement, il a été démontré que les effets
anorexigénes de PYY3.36 sont médiés principalement via I'inhibition de I'activité des
neurones exprimant NPY dans le noyau Arc. Des études ex vivo sur des explants
d’hypothalamus ont démontré que le traitement de ces explants avec un agoniste

spécifique pour le récepteur Y2R inhibe la sécrétion de NPY, tout en induisant la
sécrétion de I’ 0-MSH, un neurotransmetteur anorexigéne critique impliqué dans la

régulation de la prise alimentaire (Batterham et al., 2002). De plus, Challis et ses

collegues (2003) ont démontré que I'expression de 'TARNm pour le géne POMC, le
géne précurseur de I' O-MSH, est augmentée dans I'hypothalamus de souris

injectées avec le PYYs;.36, tandis que I'expression de TARNm de NPY est diminuée
(Batterham et al., 2002 ; Challis et al., 2003). Méme si ces observations suggerent
que PYY33 médie ses effets anorexigénes, d’une part en stimulant les neurones
anorexigénes POMC et d’autre part en inhibant les neurones orexigénes NPY du
noyau Arc, il semble que I'effet stimulateur de PYY3.35 sur les neurones POMC n’est
pas requis (Challis et al., 2004 ; Halatchev et al., 2004). Aussi, les souris POMC™”
ainsi que les souris invalides pour le géne du récepteur de lisoforme 4 de la

mélanocortine (MC4R), souris MC4R”, tout comme les souris sauvages, sont
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sensibles aux effets anorexigénes de PYY3;.3 (Challis et al., 2004; Halatchev et al.,
2004)

Récemment, il a été proposé que l'action inhibitrice de PYY3.36 sur la prise
alimentaire soit aussi médiée via le nerf vague (X) et le tronc cérébral, principalement
dans le NTS. Plusieurs données supportent cette hypothése. Tout d’abord, il a été
démontré que les récepteurs Y2R sont exprimés dans les corps cellulaires des fibres
nerveuses afférentes du nerf vague (X) et transportés dans les terminaux afférents
de ce nerf (Zhang et al., 1997 ; Koda et al., 2005). En second lieu, il a été démontré
que les effets inhibiteurs de PYY3.36 sur la prise alimentaire sont abolis chez les rats
ayant subit une vagotomie bilatérale sous diaphragmatique ou une transsection
bilatérale complete entre le tronc cérébral et 'lhypothalamus (Abbott et al., 2005b ;
Koda et al., 2005). De plus, chez les rats avec vagotomie bilatérale sous
diaphragmatique on n’observe plus d’expression de la protéine c-FOS dans le noyau
Arc par suite de linjection i.p. de PYY33s (Koda et al., 2005). Ces observations
suggerent que la voie neuronale, nerf vague (X) <tronc cérébral— hypothalamus,

est importante pour médier les effets inhibiteurs de PYY ;.36 sur la prise alimentaire.

1.2.1.3.3 Ghreline

La ghreline est la seule hormone circulante identifiée jusqu’a présent dont
'administration systémique stimule la prise alimentaire. Ce peptide de 28 acides
aminés est produit et secrété principalement par les glandes oxyntiques du fundus
gastrique (Kojima et al., 1999). Toutefois, la ghreline est aussi synthétisée dans le
placenta, les reins, le cceur, la glande thyroide, I'hypophyse et I'hypothalamus
(Anubhuti, 2006). La ghreline est un ligand endogéne des récepteurs des
sécrétagogues de I'hormone de croissance (GH), (GHS-R). De fait, la ghreline a été
initialement caractérisée comme I'un des facteurs de contréle de la sécrétion de GH
(Kojima et al., 1999). Les récepteurs GHS-R appartiennent a la famille des
récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés a une protéine G et sont
principalement exprimés dans [I'hypophyse (Guan et al., 1997). Toutefois,
'expression de ces récepteurs est aussi observée dans I'hypothalamus, en particulier
le noyau Arc, dans le nerf vague (X), I'intestin, 'estomac, le cceur, les poumons et les
tissus adipeux (Guan et al., 1997 ; Muccioli et al., 2002 ; Sakata et al., 2003).



52

La ghreline, en plus de son effet comme sécrétagogue de la GH, participe
aussi a plusieurs autres fonctions physiologiques, telles que la reproduction, le
sommeil, le métabolisme des lipides et du glucose, la motilité et la sécrétion

gastrique, ainsi que la régulation de la prise alimentaire (Anubhuti, 2006).

Il a été démontré que la ghreline est un orexigéne, c’est-a-dire un facteur
humoral responsable de la sensation de faim et de l'initiation de la prise alimentaire.
Chez le rat ainsi que chez I'humain, la concentration sanguine de la ghreline est
élevée en période de jeline ou augmente rapidement avant la consommation d’un
repas et diminue par suite de la prise du repas (Tschop et al., 2000 ; Cummings et
al., 2001 ; 2002). De plus, il a été observé que le niveau plasmatique de ce peptide
est diminué chez les personnes obéses et élevé chez les patients ayant un trouble
alimentaire tel 'anorexie (Anubhuti, 2006), ainsi que chez les personnes qui suivent

un régime alimentaire amaigrissant (Cummings et al., 2002).

La ghreline est un orexigene trés puissant. En effet, plusieurs études
expérimentales et cliniques ont démontré que son administration i.p., intra-
cérébroventriculaire (i.c.v) ou i.v. induit chez le rongeur et 'humain la consommation
immédiate d’'un plus gros repas (Tschop et al., 2000 ; Nakazato et al., 2001 ; Wren et
al., 2001a ; 2001b). Chez 'humain, cet effet est aussi accompagné d’une sensation
de faim (Wren et al., 2001a). Ce réle physiologique de la ghreline est confirmé par
I'observation que la pré-injection d’anticorps anti-ghreline inhibe de fagon significative
la prise alimentaire chez le rat durant la phase nocturne du cycle nuit-jour ou par

suite d’'un jeGine (Nakazato et al., 2001).

En plus de son effet stimulateur sur la prise alimentaire a court terme, la
ghreline joue aussi un réle sur la régulation a long terme. L’administration chronique
i.p. ou i.c.v. de ghreline provoque une prise de poids chez les rongeurs (Tschop et
al., 2000 ; Nakazato et al., 2001 ; Wren et al., 2001b). Cette augmentation de la
masse pondérale est causée par une augmentation de la masse adipeuse due a une

réduction de son utilisation comme réserve énergétique (Tschop et al., 2000).
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Chez les rongeurs, les effets stimulateurs de la ghreline sur la prise
alimentaire sont médiés a la fois par les circuits neuronaux hypothalamiques et par
les circuits neuronaux qui relient le systeme digestif au tronc cérébral. Plusieurs
données suggérent que le noyau Arc, en tant que région hypothalamique régulant la
prise alimentaire a long terme, est impliqué dans les effets orexigéne de la ghreline.
Dans le SNC, les récepteurs GHS-R sont abondamment exprimés dans
I’hypothalamus, particulierement dans le noyau Arc (Muccioli et al., 2002) et I'effet
stimulateur de la ghreline sur la prise alimentaire est plus prononcé lorsque ce
peptide est injecté dans le noyau Arc (Wren et al., 2001b). De plus, l'inactivation
sélective des récepteurs GHS-R du noyau Arc par des ARNm antisens atténue I'effet
stimulateur de la ghreline sur la prise alimentaire (Shuto et al., 2002). Ces effets de la
ghreline semblent étre médiés via l'activation des neurones du noyau Arc qui co-
synthétisent les neurotransmetteurs orexigénes NPY et AgRP. De fait, il a été
démontré que l'injection i.p. de la ghreline induit 'expression des protéines c-FOS et
Erg-1, deux marqueurs de I'activation neuronale, dans ces neurones du noyau Arc
(Hewson & Dickson, 2000). De plus, il a été observé que l'injection i.c.v. de ghreline
augmente I'expression de ’TARNm des peptides NPY et AgRP spécifiquement dans
ce noyau (Kamegai et al., 2000 ; Shintani et al., 2001; Wang et al., 2002).
Finalement, des études ont démontré que l'effet orexigéne de la ghreline est
supprimé lorsque I'on co-injecte la ghreline avec soit un antagoniste du récepteur
NPY Y1, soit un anticorps anti-NPY, soit un anticorps anti-AgRP (Nakazato et al.,
2001 ; Shintani et al., 2001). De plus, la co-injection de la ghreline avec I'antagoniste
du récepteur NPY Y1 abolit aussi 'augmentation de I'expression de 'TARNm du géne
NPY dans I'hypothalamus (Asawaka et al., 2001).

Récemment, des études ont démontré que les effets stimulateurs de la
ghreline sur la prise alimentaire pouvaient étre en parti médiés par le nerf vague (X).
Tout d’abord, la présence d’ARNm pour le récepteur GHS-R dans les corps
cellulaires, ainsi que de la protéine dans les terminaisons afférentes du nerf vague
(X) a été observeé (Date et al., 2002 ; Sakata et al., 2003). En second lieu, des études
électrophysiologiques ont démontrées que les activités électriques du nerf vague (X)
sont diminuées par suite de l'injection i.v. de ghreline (Asakawa et al., 2001 ; Date et
al., 2002). De plus, I'effet stimulateur de la ghreline sur la prise alimentaire (Asakawa

et al.,, 2001 ; Date et al., 2002) de méme que l'augmentation de I'expression de
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'ARNm du géne NPY dans I'hypothalamus (Asakawa et al., 2001) sont abolis par
suite de linjection i.p. ou i.c.v. de ghreline chez des animaux avec vagotomie
compléte ou élimination sélective des fibres afférentes du nerf vague (X) par
capsaicine. D’autant plus, I'expression de la protéine c-FOS n’est plus induite dans le
noyau Arc de ces animaux (Date et al., 2002). Par contre, les effets de la ghreline,
augmentation de la prise alimentaire et augmentation de I'expression de 'TARNm du
gene NPY, sont observés chez ces mémes animaux lorsque le peptide est injecté

par voie i.c.v. (Date et al., 2002).

1.2.2 Systeme de contréle a long terme

Le contréle de la prise alimentaire a long terme est associé a la quantité des
réserves énergétiques de l'organisme, c’est-a-dire a la masse pondérale adipeuse.
La régulation de la prise alimentaire a long terme se manifeste par une relative
stabilité sur de longues périodes (a I'échelle de semaine et de mois) des réserves
d’énergie de I'organisme et donc du poids corporel. Ce systéme de contrdle a long
terme est prépondérant par rapport aux phénoménes de contrble a court terme.
Ainsi, alors que la prise alimentaire fluctue de fagon notable d’un jour a l'autre, la
consommation calorique journaliére moyenne (évaluée sur des périodes de I'ordre de
la semaine ou du mois) est remarquablement constante chez un individu donné. Par
exemple, chez 'homme ou l'animal de poids normal soumis a une période de
restriction ou de suralimentation imposée, le retour a une alimentation libre permet
de ramener rapidement le poids a sa valeur initiale, grdce a une adaptation
spontanée de la prise alimentaire et des dépenses énergétiques.

Tout comme le systéeme de contrdle a courte terme, le systéme de contréle de
la prise alimentaire a long terme implique des réseaux de circuits neuronaux et des

facteurs humoraux périphériques.

1.2.2.1 Voies neuronales
Les structures neuro-anatomiques impliquées dans le contrdle de la prise
alimentaire a long terme sont situées dans I'hypothalamus et impliquent des voies

neuronales qui signalent soit la satiété soit la faim, selon I'état des réserves
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adipeuses. Les noyaux hypothalamiques impliqués dans ces phénoménes

physiologiques sont principalement les noyaux Arc, PV, DM, VM et 'aire HL.

Les voies neuronales de signalisation de la satiété comprennent un réseau
axonal dont le point de départ est le noyau Arc, lequel se projette vers les autres
noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise alimentaire, c’est-a-
dire les noyaux PV, VM et DM. Les voies de signalisation pour le contréle de la faim
prennent aussi origine dans le noyau Arc, mais se projettent,pour leur part, sur divers
noyaux de l'aire HL, bien connue comme étant le centre de la faim. Un schéma de

ces circuits neuronaux est illustré dans la figure 4.

Le controle de la prise alimentaire a long terme fonctionne selon un
mécanisme de rétrocontrble négatif classique. Ce mécanisme consiste en la
production de facteurs humoraux, tels que l'insuline et la leptine, qui indiquent la
quantité d’adiposité de I'organisme. Ces facteurs parviennent au noyau Arc par voie
sanguine, puis traversent la BHE, pour ensuite activer les voies neuronales telles que
noyau Arc < noyau PV et/ou noyau Arc < aire HL. Cette suite d’événements permet
I'adaptation de la prise alimentaire ainsi que des dépenses énergétiques aux besoins

de l'organisme.

1.2.2.2 Facteurs humoraux a long terme
Les signaux humoraux impliqués dans le contrble de la prise alimentaire a
long terme sont des facteurs reflétant le statut des réserves énergétiques stockées
dans le tissu adipeux blanc. Ces facteurs humoraux sont produits entre autre par
certaines glandes endocrines tel le pancréas, et aussi par le tissu adipeux blanc. lls
sont sécrétés et circulent en proportion directe ou inverse de la masse adipeuse,
traversent la BHE, et agissent dans I'hypothalamus, afin que celui-ci adapte la prise

alimentaire et la dépense énergétique.

Tout comme les facteurs humoraux a court terme, les facteurs humoraux a
long terme, a l'exception de l'adiponectine, ont un effet inhibiteur sur la prise
alimentaire. Toutefois, leur action satiétogéne est de plus longue durée et n’induit

pas d’effet compensatoire tel une augmention du nombre de repas lors d’'une
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réduction de la taille des repas. Par conséquent, I'action de ces facteurs est de

maintenir et/ou de réduire la masse pondérale.

Les principaux facteurs humoraux du contréle de la prise alimentaire a long

terme sont : I'insuline, la leptine et 'adiponectine.

1.2.2.2.1 Insuline

L’insuline est le premier facteur humoral, signalant l'adiposité, qui a été
identifié. Cette hormone est synthétisée par les cellules bétas des ilots de
Langerhans du pancréas et sécrétée de fagon aigue lors d’'une augmentation de la
concentration du glucose dans le sang. Méme si les fonctions primaires de l'insuline
sont la régulation du taux plasmatique et I'utilisation du glucose par divers organes
périphériques (Woods et al., 2006), il a été démontré que l'insuline agit aussi comme
anorexigéne et adipogéne dans le SNC. De fait, méme si l'insuline n’est pas produite
dans le SNC, elle est transportée dans le SNC (Schwartz et al., 1990 ; 1991 ; Baura
et al., 1993) par un mécanisme, saturable a forte concentration d’insuline (Schwatz et
al., 1991 ; Baura et al., 1993), qui implique les récepteurs a insuline présents sur les
cellules endothéliales de la BHE (Baura et al., 1993). De plus, il a été montré que la
quantité d’insuline sécrétée, soit a I'état basal et/ou en réponse a une augmentation
de la glycémie, est directement proportionnelle au degré d’adiposité (Bagdale et al.,
1967 ; Woods et al., 1974 ; Polonsky et al., 1988) et principalement proportionnelle a
la masse des tissus adipeux blanc viscéraux (Wajchenberg, 2000). Comparativement
aux individus minces, les individus obéses ont des niveaux d’insuline élevés, méme a
'état basal (Bagdale et al., 1967). Cette observation est valable chez plusieurs

especes (Polonsky et al., 1988).

Ces fonctions de l'insuline dans le SNC sont assurées par la présence de
récepteurs dans chacune des régions du SNC impliquées dans la régulation de la
prise alimentaire et de la masse pondérale. En particulier, les récepteurs a l'insuline
sont fortement exprimés dans le bulbe olfactif et le noyau Arc. D’autres régions de
I’hypothalamus ou ces récepteurs sont aussi retrouvés incluent les noyaux PV, DM,
suprachiasmatique ainsi que la région hypothalamique périventriculaire (Anubhuti,

2006). Finalement, il a été démontré chez le babouin (Woods et al., 1979) et chez le
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rat (Brief & Davis, 1984 ; Air et al., 2002), que I'administration i.c.v. d’insuline de
fagon chronique et/ou aigue induit une diminution de la prise alimentaire et de la
masse pondérale. De facon inverse, la diminution de l'activité de I'insuline dans le
SNC, soit par la pré-injection d’anticorps anti-insuline dans I'’hypothalamus ventral
et/ou linterruption de l'activité du récepteur a linsuline spécifiquement dans les
cellules neuronales, atténue les effets anorexigénes et adipogéne de cette hormone
(Strubbe & Mein, 1977 ; McGowan et al., 1992 ; Brining et al., 2000). De fagon
intéressante, il semble que l'insuline agisse davantage comme adipogéne, c’est-a-
dire comme facteur humoral qui régule la masse pondérale, qu’en tant
qu’anorexigéne, c’est-a-dire comme facteur humoral qui réduit la prise alimentaire.
Ceci est illustré par I'étude de Chavez et ces collegues (1995), qui ont administré
pendant trois jours des injections i.c.v. d’'insuline a des rats non a jeun ou a jeun. Ces
auteurs ont démontré que, méme si l'injection d’'insuline chez les rats non a jeun
induisait une diminution de la prise alimentaire et de la masse pondérale, chez les
rats a jeun, lors de la ré-alimentation, et malgré l'injection d’insuline, les animaux
deviennaient hyperphagique et augmentaient leur masse pondérale. Toutefois, vers
le 6°me jour de l'expérience, la masse pondérale des deux groupes d’animaux
devenait similaire (Chavez et al., 1995). Ces observations suggérent que l'insuline ne
cause pas nécessairement une diminution de la prise alimentaire, mais régule de

facon plus rigide la masse pondérale.

Les récepteurs de l'insuline appartiennent a la famille des récepteurs a
tyrosine kinase. L’interaction de cette hormone avec le domaine extracellulaire de
ces récepteurs active au moins trois voies de signalisation intracellulaires : la voie de
la protéine phospholipase C (PLC), la voie de [l'«insulin receptor substrate
phosphoinositol-3 kinase» (IRS-PI3K) et la voie de la protéine kinase mitogene
activée (MAPK) (Gerozissis, 2003). Dans le SNC, l'insuline agit au moins via la voie
de signalisation IRS-PI3K. Niswender et ses collégues (2003) ont démontré que la
pré-injection i.c.v. d’inhibiteurs spécifique a la protéine PI3K bloque les effets
inhibiteurs de linsuline sur la prise alimentaire ainsi que sur la masse pondérale
(Niswender et al., 2003). Ceci est probablement médié via linteraction entre la
protéine PI3K et la protéine substrat-2 du récepteur a linsuline (IRS-2). De fait,
'ARNmM du géne IRS-2 est fortement exprimé dans le noyau Arc (Torsoni et al.,

2003 ; Kubota et al., 2004). De plus, il a été démontré que l'injection en périphérie
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d’'insuline active la phosphorylation de la protéine IRS-2 dans I'hypothalamus
(Torsoni et al.,, 2003). Finalement, les souris knock-out pour le géne IRS-2
développent une obésité sévére associée a une hyperphagie et une augmentation de
la masse pondérale (Burks et al., 2000 ; Kubota et al., 2004). Ce phénotype peut étre

renversé par l'insertion du géne IRS-2 spécifiquement dans le SNC (Lin et al., 2004).

L’'insuline médie ses effets anorexigéne et adipogéne en activant et en
inhibant respectivement les circuits neuronaux cataboliques et anaboliques dans le
noyau Arc. De fait, plusieurs observations suggérent que I'action de l'insuline est
meédié via les neurones exprimant la NPY et les neurones exprimant la POMC dans
le noyau Arc. Tout d’abord, les récepteurs a l'insuline sont exprimés par les neurones
qui synthétisent soit la POMC ou le NPY (Benoit et al., 2002 ; Obici et al., 2002). En
second lieu, une augmentation de I'expression de '’ARNm du géne NPY et une
diminution de I'expression de TARNm du gene POMC ont été observées chez les
rats dont le niveau d’insuline est diminué, c’est-a-dire des rats diabétiques et/ou a
jeun (Schwartz et al., 1992 ; Sipols et al., 1995 ; Air et al., 2002 ; Benoit et al., 2002).
Des effets inverses sur I'expression de ces génes dans I'’hypothalamus ont été
observés par suite de l'injection i.c.v. d’insuline. De plus, la diminution de I'expression
du récepteur a I'insuline spécifiquement dans la région médiale du noyau Arc, région
ou les neurones qui synthétisent le NPY sont localisés, par l'injection d'un ARNm
antisens, induit une augmentation d’ARNm du géne NPY (Obici et al., 2002).
Finalement, une augmentation de I'expression de 'TARNm du géne POMC observé
par suite de linjection i.c.v. d’insuline est complétement bloqué par I'administration
préalable d’un antagoniste de la POMC (Benoit et al., 2002).

1.2.2.2.2 Leptine

La leptine, une hormone de 16kDa, a été découverte en 1994 par Friedman
et ses collégues (Zhang et al., 1994). Cette hormone est principalement synthétisée
par les cellules adipeuses. Cependant, elle est aussi synthétisée, mais a plus faible
concentration, par les cellules adipeuses brunes (chez les rongeurs), I'estomac, le
placenta, les muscles squelettiques, les glandes mammaires et certains organes

foetaux tel que le ceoeur, les os, le cartilage et le cerveau (Harrold, 2004 ; Anubhuti,
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2006). Comme linsuline, la leptine est transportée du plasma au SNC par un
mécanisme saturable (Banks et al., 1996), qui implique les récepteurs de la leptine et
particulierement leurs isoformes courtes, présentes sur les cellules endothéliales de
la BHE (Anubhuti, 2006). La leptine est impliquée dans plusieurs processus
physiologiques comme I'angiogenése, I’hématopoiése, le développement des os et
du SNC, lapoptose, la régulation du métabolisme des lipides et du glucose, la

reproduction, ainsi que la régulation de ’lhoméostasie énergétique.

Les récepteurs de la leptine appartiennent a la famille des récepteurs a
l'interleukine-6 de la classe 1 des cytokines, qui utilisent la voie de signalisation de
transduction Janus kinases-signal transducer and activator of transcription (JAK-
STAT). Par épissage alternatif, au moins cinq isoformes (OB-Ra—OB-Re) différentes
de ce récepteur sont produites, que l'on divise en trois classes : les isoformes
longues (OB-Rb), courtes (OB-Ra, -b, et —c) et secrétées (OB-Re). Le récepteur OB-
Rb, qui différe des autres isoformes par un long domaine intracellulaire, est I'isoforme
qui induit les effets de la leptine sur la prise alimentaire et la masse adipeuse
(Harrold, 2004 ; Anubhuti, 2006). De fait, les souris diabétiques (db/db) sont
porteuses de mutations autosomiques récessives pour le géne du récepteur de la
leptine (Chua et al., 1996). Ces mutations entrainent la synthése d’un récepteur
tronqué dans les domaines transmembranaire et intracellulaire, sans toutefois
affecter la synthése des autres isoformes (Chen et al., 1996). Par conséquent, les
souris db/db démontrent un phénotype d’obésité qui est similaire a celui des souris
db”3/db”, lesquelles sont déficientes pour toutes les isoformes des récepteurs de la
leptine (Kowalski et al., 2001). De plus, I'expression d’un transgéne spécifique pour
le récepteur OB-Rb chez les souris db/db et db”*/db” corrige plusieurs anomalies du
phénotype d’obésité de ces souris, dont I'’hyperphagie, la diminution des dépenses
énergétiques et, par conséquent, 'augmentation de la masse pondérale (Kowalski et
al., 2001; Chua et al., 2004).

Le récepteur OB-Rb active au moins deux voies de signalisation intracellulaire
pour induire les effets de la leptine : la voie JAK-STAT et la voie IRS-PI3K (Dhillo,
2007). Les souris db/db sont incapables de signalisation intracellulaire via la voie
JAK-STAT (Lee et al., 1996 ; Vaisse et al., 1996). De plus, chez le rat et la souris

sauvage, de méme que chez la souris ob/ob, I'injection i.v. de leptine induit une
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phosphorylation de la protéine STAT3 dans I'hypothalamus médiobasal (Vaisse et
al., 1996 ; Niswender et al., 2001). Chez le rat, cette réponse est aussi accompagnée
d’'une augmentation de I'association de la protéine PI3K avec I'lRS-2 (Niswender et
al., 2001). Ces effets ne sont pas observés chez les souris db/db par suite de
l'injection i.v. de leptine, méme a de trés forte concentration (Vaisse et al., 1996). Par
ailleurs, chez le rat, la co-injection i.c.v. de cilostamide, un inhibiteur de la
phosphodiesterase 3 (PDE3), et de la leptine, bloque la phosphorylation de la
protéine STAT3 dans I'hypothalamus en plus de bloquer I'effet inhibiteur de la leptine
sur la prise alimentaire et 'adiposité (Zhao et al., 2002). Cet effet anorexigéne de la
leptine sur la prise alimentaire est aussi aboli lors de la co-injection i.c.v. d’inhibiteurs

spécifiques de I'activité de la protéine PI3K et de leptine (Niswender et al., 2001).

L’'une des fonctions de la leptine est de maintenir ’'homéostasie énergétique,
au sens de maintenir la stabilité des réserves énergétiques. La leptine exerce cette
fonction en ajustant la quantité de nourriture consommée de méme que la quantité
d’énergie dépensée en fonction des réserves adipeuses. |l s’agit du facteur humoral
qui indique le niveau des réserves adipeuse et qui agit selon un mécanisme de
rétrocontréle négatif classique (Ahima et al., 1996). Cette capacité de la leptine est

corroborée par plusieurs observations.

Tout d’abord, les concentrations plasmatiques de la leptine sont directement
proportionnelles a la quantité des réserves adipeuses (Woods & Seeley, 2000 ;
Anubhuti, 2006 ; Dhillo, 2007), particulierement de la masse adipeuse blanche sous-
cutanée (Masuzaki et al., 1995 ; Woods & Seeley, 2000). De fait, les humains et les
rongeurs de faible masse pondérale ont un faible niveau plasmatique de leptine,
tandis que les humains et les rongeurs de plus forte masse pondérale ont un niveau
plasmatique plus élevé de leptine (Maffei et al., 1995). De plus, une diminution de la
masse pondérale est associée a une diminution du taux plasmatique de la leptine,
tandis que l'effet inverse est observé lors d’'une augmentation de la masse pondérale
(Maffei et al., 1995). Toutefois, malgré cette étroite corrélation, les concentrations
plasmatiques de la leptine fluctuent indépendamment des changements modérés de
la masse corporelle. Par exemple, les taux plasmatiques de leptine sont fortement
réduits par le jelne, avant méme une perte de poids ; tandis que la prise alimentaire

provoque une augmentation retardée de la leptine (Korbonits et al., 1997). Ces
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variations aigues du taux plasmatique de la leptine, non dépendante de I'adiposité
démontrent, en partie, I'interaction entre la régulation a court et a long terme de la
prise alimentaire ; ou la régulation a long terme intervient relativement tét afin de
maintenir 'homéostasie énergétique avant qu’une perte significative des réserves

adipeuses ne survienne.

En second lieu, les taux plasmatiques de la leptine ne sont pas rapidement
augmentés par la prise d’'un repas (Maffei et al., 1995 ; Korbonits et al., 1997 ;
Friedman & Hallas, 1988). Par conséquent, contrairement a la CCK, la leptine ne
peut pas agir comme facteur humoral qui signal le statut nutritionnel immédiat de

'organisme et induire la sensation de rassasiement et I'arrét de consommation.

Troisiemement, I'administration chronique de leptine par voie i.p. et/ou i.c.v.
induit chez les rongeurs une diminution de la prise alimentaire, une réduction du
poids causée principalement par une réduction de la masse adipeuse et une
augmentation des dépenses énergétiques (Campfield et al., 1995 ; Halaas et al.,
1995 ; 1997 ; Pelleymounter et al., 1995 ; Stephens et al., 1995). De plus, chez les
animaux a jeun, l'injection i.v. et i.c.v. de leptine, induit aussi une diminution de la
prise alimentaire (Campfield et al., 1995) et n’altére pas la perte de poids par suite
d’un jetne (Ahima et al., 1996).

Finalement, 'importance de la leptine comme facteur humoral de régulation de
’homéostasie énergétique est confirmé par les modéles génétiques de rongeurs
ayant un défaut du systéme de signalisation de la leptine. De fait, les souris ob/ob de
méme que les souris db/db développent une obésité précoce et massive avec prise
alimentaire excessive et une dépense énergétique réduite (Coleman, 1978 ;
Robinson et al., 2000). Le traitement des souris ob/ob par la leptine, par voie i.c.v.
et/ou i.p., corrige I'ensemble de ces anomalies phénotypiques (Campfield et al.,
1995 ; Halaas et al.,, 1995; 1997 ; Pelleymounter et al., 1995 ; Stephens et al.,
1995 ; Weigle et al., 1995). Il est a noter que l'injection de leptine par voie i.c.v. est la

plus efficace (Stephens et al., 1995).

Méme si les récepteurs OB-Rb sont exprimés dans plusieurs organes

périphériques ainsi que dans le SNC, des études génétiques (Cohen et al., 2001) et



62

de pharmacologie ont démontré que les effets anorexigénes et adipogénes de la
leptine sont entierement médiés via les récepteurs OB-Rb du SNC. Ces récepteurs
OB-Rb sont fortement exprimés dans plusieurs régions du SNC incluant la région
médiobasale de I'hypothalamus et le tronc cérébral. Dans I'’hypothalamus, le
récepteur OB-Rb est principalement retrouvé dans les noyaux Arc, DM et VM, mais
aussi, en densité plus faible, dans le noyau PV et dans I'aire HL. Le noyau Arc est la
région de I'’hypothalamus ou I'action anorexigéne et adipogéne de la leptine a été le
plus étudié. De fait, I'ablation du noyau Arc perturbe le mécanisme de rétrocontrble
négatif de la leptine. Ce mécanisme est aussi atténué lorsqu’on élimine
spécifiquement les récepteurs OB-Rb exprimés par les neurones du noyau Arc qui
synthétisent la POMC (Balthasar et al., 2004). Ces souris transgéniques deviennent
alors obéses (Balthasar et al., 2004). De plus, il a été démontré que les souris ob/ob
sont résistantes a I'action anorexigéne de l'injection i.c.v. de leptine par suite d’'une
destruction de ce noyau par le glutamate de monosodium (Takeda et al., 2002).
Finalement, chez les rats Koletsky (fa(k)/fa(k)), 'homologue des souris db/db, la
synthése de récepteur OB-Rb, par thérapie génique, dans le noyau Arc et non dans
I'aire HL, atténue le phénotype d’obésité (Morton et al., 2003).

Dans le noyau Arc, la leptine inhibe la prise alimentaire et controle la masse
pondérale en régulant de fagon antagoniste au moins deux populations de
neurones : les neurones qui expriment les neuropeptides orexigeénes NPY/AgRP et
les neurones qui expriment les neuropeptides anorexigenes POMC/CART (Cowley et
al., 2001). De fait, il a été démontré que ces deux types de neurones expriment aussi
’ARNm du récepteur OB-Rb (Mercer et al., 1996 ; Cheung et al., 1997 ; Komer et al.,
2001). De plus, chez les souris ob/ob, db/db, chez les rats Zucker (fa/fa), ainsi que
chez des rongeurs a jeun, il a été observé que I'expression de TARNm des génes
NPY et AgRP est augmentée, tandis que I'expression de TARNm du géne POMC est
diminuée dans le noyau Arc (Stephens et al., 1995 ; Komer et al., 2001). Ces effets
sur I'expression de NPY et POMC dans le noyau Arc sont renversés par l'injection
i.p. de leptine (Stephens et al., 1995 ; Schwartz et al., 1997 ; Thornton et al., 1997 ;
Mizuno et al., 1998). Il a été aussi démontré que linjection i.p. de leptine induit
'expression de la protéine c-FOS dans les neurones POMC/CART. Toutefois,
'expression de la protéine c-FOS n’est pas augmentée dans les neurones
NPY/AgRP (Elias et al., 1999 ; 2000). De plus, lorsque I'on inactive le géne du NPY
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chez les souris ob/ob, le phénotype d’obésité observé chez ces animaux est
fortement atténué en raison d’une réduction de la consommation alimentaire avec
diminution de la masse pondérale (Erickson et al., 1996). Ces observations
suggeérent fortement que les effets anorexigéne et adipogéne de la peptine sont
médiés via l'inhibition de la synthése de neuropeptides orexigénes et la stimulation

de la synthése de neuropeptides anorexigénes.

Méme si plusieurs données deésignent le noyau Arc et ses neurones
POMC/CART en particulier comme principale composante de la voie neuronale via
laquelle la leptine exerce ces effets sur la prise alimentaire, certaines données
démontrent que le noyau Arc n’est pas l'unique région du SNC ou cette hormone
agit. Les neurones du noyau ARC qui expriment les récepteurs OB-Rb dans le noyau
Arc ne représentent que 20% des neurones du SNC qui expriment ce récepteur
(Elmquist et al., 1998). De plus, la délétion des récepteurs OB-Rb des neurones
POMC/CART du noyau Arc induit chez ces animaux une obésité modérée, qui ne
représente qu’environ 20% du degré d'obésité observé chez les souris db/db
(Balthasar et al., 2004).

Récemment, il a été démontré que le noyau VM est une autre région
hypothalamique sensible a la leptine (Dhillon et al., 2006). De fait, les neurones qui
expriment le facteur stéroidogenique-1 (SF-1), un facteur de transcription exprimé
exclusivement dans le noyau VM (Takeda et al., 2002), expriment aussi le récepteur
OB-Rb. Dhillon et ses collegues (2006) ont démontré que des souris chez lesquelles
le récepteur OB-Rb est supprimé spécifiquement dans les neurones du noyau VM
développent une obésité modérée similaire a I'obésité observée chez les souris dont
le récepteur OB-Rb est supprimé spécifiquement dans les neurones POMC du noyau
Arc. De plus, ces auteurs ont démontré que la perte des récepteurs OB-Rb, a la fois
dans les neurones SF-1 et les neurones POMC avait un effet additif sur la masse
pondérale. Finalement, ils ont observé que 'augmentation de la masse pondérale
n’était pas associée a une augmentation de la prise alimentaire (Dhillon et al., 2006).
Ces observations suggeérent fortement que les noyaux Arc et VM médient tous deux

les effets adipogenes de la leptine.
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Finalement, Grill et ses collegues (2002) ont démontré que les éffets
anorexigéne et adipogéne de la leptine peuvent aussi étre médiés via le tronc
cérébral, particulierement via le DVC. L’étude de ces auteurs a révélé la présence du
récepteur OB-Rb dans plusieurs noyaux du tronc cérébral impliqués dans la
régulation et la modulation des fonctions digestives, tels le NTS, le DMV et 'AP. En
outre, ces auteurs ont observés que l'injection de leptine directement dans le DVC du
rat, induit une diminution de la prise alimentaire et de la masse pondérale. lls ont
finalement noté que les effets anorexigéne et adipogéne de la leptine par suite de
son injection dans le DVC étaient similaires a ceux observés lors de son injection
gieme

dans le ventricule et/ou les ventricules latéraux (Grill et al., 2002).

1.2.2.2.3 Adiponectine
L’adiponectine est un polypeptide de 30 kDa (ou ACRP30 pour adipocyte

complement related protein of 30 kDa), sécrété exclusivement par le tissu adipeux
blanc et principalement le tissu adipeux blanc viscéral (Scherer et al., 1995).
Contrairement a la leptine, I'adiponectine est sécrétée en proportion inverse a la
masse adipeuse. Par exemple, les concentrations plasmatiques d’adiponectine sont
diminuées chez les animaux et les humains obéses et augmentées lors de la perte
de poids (Kadowaki & Yamauchi, 2005).

L’adiponectine est surtout connue comme facteur humoral d’adiposité, qui
régule I'homéostasie énergétique via ses actions directes sur les organes
périphériques tels les muscles squelettiques et le foie. Ce peptide agit principalement
comme régulateur des processus métaboliques induits par l'insuline. L’adiponectine
accomplit cette fonction en augmentant la sensibilité des cellules musculaires et
hépatiques aux actions de l'insuline (Cancello et al., 2004). De fait, une corrélation
entre la résistance a I'insuline et une diminution des concentrations plasmatiques de
'adiponectine a été observée (Kubota et al., 2002; Maeda et al., 2002). De plus,
'administration d’adiponectine diminue le niveau plasmatique de glucose, diminue la
néoglucogenése hépatique et améliore la résistance a l'insuline chez les souris ayant
une perturbation du métabolisme du glucose (Fry et al., 2007). Les récepteurs de
'adiponectine, AdipoR1 et AdipoR2, sont exprimés de fagon ubiquitaire. Chez les

souris ob/ob et db/db, il a été démontré que lI'expression de ces récepteurs est
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diminuée dans le foie. Cependant, la restauration de I'expression de I'’AdipoR1 ou de
I'AdipoR2 dans les hépatocytes des souris db/db améliore de fagon significative la
résistance a linsuline de méme que le diabéte de ces animaux (Yamauchi et al.,
2007).

Récemment, il a été proposé que I'action de I'adiponectine sur la régulation de
’lhoméostasie énergétique soit aussi médiée via le SNC. Qi et ses collegues (2004)
ont démontré que l'injection i.c.v. d’adiponectine, tout comme l'injection i.p. (Fruebis
et al., 2001), induit chez la souris une diminution de la masse pondérale (Qi et al.,
2004). Cet effet est causé principalement par une augmentation de la dépense
énergétique, c’est-a-dire une augmentation de la consommation d’oxygéne et une
augmentation de la thermogenése (Qi et al., 2004). Depuis, plusieurs autres données
ont corroboré cette hypothése. Tout d’abord, I'adiponectine est présente dans le
liquide céphalo-rachidien (Qi et al., 2004; Kos et al., 2007). En second lieu, les
concentrations d’adiponectine dans le liquide céphalorachidien augmentent par suite
de linjection i.v. d’adiponectine (Qi et al., 2004). Finalement, on a observé la
présence de récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 sur les cellules endothéliales de la BHE
(Spranger et al., 2006), de I'hypothalamus et de I'AP (Fry et al., 2006). Dans
'hypothalamus, il a été démontré que le récepteur AdipoR1 et le récepteur de la
leptine sont co-localisés dans les mémes neurones du noyau Arc (Kubota et al.,
2007). Ces faits suggérent qu’un systéme de transport, similaire a celui de l'insuline
et/ou de la leptine, est présent dans le SNC donnant a I'adiponectine accés aux
régions hypothalamiques impliquées dans I'’homéostasie énergétique. Aussi des
études électrophysiologique et immunohistochimique ont démontré que [linjection
i.c.v. d’adiponectine induit I'expression de protéine c-FOS dans le noyau PV,
hyperpolarise les neurones ocytocinergiques du noyau PV (Hoyda et al., 2007) et

dépolarise et hyperpolarise les neurones de I'’AP (Fry et al., 2006).

Dans le SNC, l'adiponectine semble agir comme facteur humoral orexigéne,
par conséquent induit la prise de poids en controlant a la fois la prise alimentaire et la
dépense énergétique (Kubota et al., 2007). Kubota et ses collegues (2007) ont
démontré que, contrairement a la leptine, l'injection i.c.v. d’adiponectine stimule la
prise alimentaire et diminue la dépense énergétique. lls ont aussi démontré que les

souris dont le géne de I'adiponectine a été inactivé ont une prise alimentaire réduite



66

et une dépense énergétique plus élevée (Kubota et al., 2007). De fagon similaire, la
surexpression transgénique d’adiponectine chez les souris ob/ob induit une obésité
associée a une diminution de la prise alimentaire, de méme qu’une diminution de la
dépense énergétique (Ahima & Lazar, 2008). L’effet orexigéne de I'adiponectine est
en accord avec ses variations de la concentration plasmatique présentent et sa
concentration dans le liquide céphalorachidien en fonction de I'état alimentaire. Par
exemple, la concentration céphalorachidienne d’adiponectine augmente lors d’un

jelne et diminue lors de la prise d’'un repas (Kadowaki et al., 2007).

L’adiponectine semble contréler la prise alimentaire et la dépense énergétique
en stimulant la voie intracellulaire de la protéine kinase AMP (AMPK) dans les
neurones du noyau Arc (Kubota et al., 2007). Kubota et ses colléegues (2007) ont
démontré que l'expression du récepteur AdipoR1 est augmentée lors d’un jelne et
diminuée lors de la prise alimentaire dans le noyau Arc. De plus, ils ont démontré
que l'administration i.v. et i.c.v. d’adiponectine augmente l'activité de la protéine
AMPK via les récepteurs AdipoR1 localisés dans le noyau Arc qui, par conséquent,
stimule la prise alimentaire et diminue la dépense énergétique. Des effets inverses
sont observés chez les souris knock-out pour le géne de l'adiponectine (Kubota et
al., 2007).

1.2.3 Interaction : contrdle a court et a long terme
Méme si a cette double régulation de court et long termes correspondent
visiblement des structures neuro-anatomiques ainsi que des signaux humoraux
distincts, et méme si chacune de ces régulations a la capacité de réguler la prise
alimentaire de maniére indépendante, une interaction entre la régulation a court et a
long termes est requise afin de générer une réponse alimentaire permettant le
maintien de la stabilité pondérale. L’existence d’'une telle interaction est démontrée

par plusieurs études pharmacologiques, physiologiques et immunohistochimiques.

Dans un premier temps, il a été démontré que l'insuline de méme que la
leptine agissent de fagon synergique avec la CCK pour réduire la prise alimentaire et
la masse pondérale (Figlewicz et al., 1986; 1995; Barrachina et al., 1997; Matson et

al., 1997; Edmond et al., 1999). Aussi, une co-injection, c’est-a-dire 'injection i.p. de
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CCK suivie d’'une injection i.p. et/ou i.c.v. d'insuline ou de leptine, s’avere plus
efficace a diminuer la taille d’'un repas que l'injection isolée de I'un ou l'autre de ces
peptides. De plus, il a été démontré que I'effet satiétogéne est maintenu durant les
sept heures suivant la co-injection de leptine et de CCK, comparativement a 30
minutes lors de linjection i.p. de CCK seulement (Barrachina et al., 1997). Ce
phénoméne de synergie est aussi observé entre l'injection i.c.v. de leptine et les
signaux nerveux mécaniques et chimiques transmis par le nerf vague (X), lors de la
prise alimentaire. En effet, l'injection i.c.v. de leptine augmente la sensibilité¢ de

'animal a ces signaux nerveux.

En second lieu, des études de marquage de la protéine c-FOS ont montré que
l'injection i.c.v. de leptine induit 'expression de cette protéine dans le noyau PV (Van
Dijik et al., 1996). De fagon similaire, I'injection i.p. de CCK active la protéine c-FOS
dans le NTS (Li & Rowland, 1995; Wang et al., 1998b ; Edmond et al., 1999), ainsi
que dans le noyau PV (Li & Rowland, 1995; Barrachina et al., 1997; Wang et al.,
1998b; Edmond et al., 1999). En co-injectant ces deux peptides, I'expression de c-
FOS est encore plus augmentée dans le noyau PV (Barrachina et al., 1997 ; Wang et
al., 1998b ; Edmond et al., 1999) et le NTS (Edmond et al., 1999). Ces observations
démontrent que la leptine et la CCK activent des voies neuronales de la prise
alimentaire qui se chevauchent au moins dans deux noyaux: le noyau PV et le NTS.
Ceci est corroboré par des données électrophysiologiques. La stimulation électrique
du noyau PV module l'activité électrique des neurones du DVC qui sont sensibles
aux signaux provenant du systéme digestif (Nishimura & Oomura, 1987; Zhang et al.,
1999). L’'aire HL semble aussi jouer un role dans la modulation de I'activité des
neurones du tronc cérébral qui sont sensibles aux signaux périphériques
satiétogenes. De fait, les neurones du tronc cérébral sont activés lors d'une
stimulation électrique dans I'aire HL (Nishimura & Oomura, 1987). Toutefois, jusqu’a
présent, aucune étude n’a démontré que la leptine et la CCK avaient un effet
inhibiteur sur les neurones de I'aire HL. Par conséquent, les observations suggerent
que l'interaction entre le controle a court et a long termes implique le noyau PV, I'aire
HL et le tronc cérébral, et que la réponse des neurones du tronc cérébral, a la suite
d’'une prise alimentaire peut étre modulée par les projections axonales qui

proviennent du noyau PV et/ou de l'aire HL.
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Ces travaux ont permis de faire I'ébauche d’'un modéle d’interaction entre le
systeme de contrOle de la prise alimentaire a court et a long termes. Ce modeéle
propose que l'intégration des signaux qui régulent la prise alimentaire a court et a
long termes implique des voies neuronales reliant I'hnypothalamus et le tronc cérébral,
en particulier les voies : noyau Arc < noyau PV < DVC et noyau Arc < aire HL <«
DVC. Le noyau Arc agit comme capteur de I'information. Le noyau PV, l'aire HL et le
DVC agissent comme intégrateurs des signaux, grace a leurs projections
bidirectionnelles, afférentes et efférentes. Le noyau PV et 'aire HL sont afferentées
par et se projettent sur le noyau Arc et le DVC ; tandis que le DVC est afferenté par
et se projette sur le systeme digestif, le noyau PV et l'aire HL. Les connexions
réciproques entre le noyau PV et le DVC, de méme qu’entre l'aire HL et le DVC,
transmettent a la fois de I'information au sujet du statut pondéral et de I'information
sur I'état nutritionnel immédiat de I'organisme. Ceci permet aux circuits neuronaux
hypothalamiques sensibles aux signaux humoraux adipeux de moduler I'activité des
circuits neuronaux du tronc cérébral, lesquels induisent les phénoménes de

rassasiement et de satiété. (voir figure 5)
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Figure 5. Modéle neuro-anatomique de I'interaction entre les systémes effecteurs de
la prise alimentaire. Par exemple, la leptine, sécrétée par les cellules adipeuses,
stimule la voie neuronale hypothalamique catabolique (neurones exprimant
POMC/CART) et inhibe la voie neuronale hypothalamique anabolique (neurones
exprimant NPY/AgRP) issues du noyau Arc. Ces voies neuronales se projettent sur
le noyau PV et I'aire HL, lesquels envoient et regoivent des projections neuronales
du NTS/DMV, ou les signaux de satiété sont interprétés. Les signaux de satiété, tel la
CCK, sont transmis par le nerf vague (X) au NTS. Le NTS agit comme « centre
intégrateur », c’est-a-dire qui intégre les informations afférentes du nerf vague (X)
aux informations provenant des voies neuronales hypothalamiques. Le résultat final
est, par conséquent, I'arrét de consommation du repas. CCK cholécystokinine, MCH
neurohormone mélanine, PYY peptide YY. Adapté de Schwartz et al., 2000.
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1.3 Systéemes effecteurs de Ila prise alimentaire et

neuromédiateurs

La figure 5 illustre les différents circuits neuronaux qui contrdlent la prise
alimentaire a court et long termes ainsi que les régions ou agissent les divers
signaux humoraux qui informent du statut nutritionnel immédiat et du niveau
d’adiposité de l'organisme. Récemment, il a été démontré que le mécanisme par
lequel ces facteurs humoraux régulent la prise alimentaire revient a moduler, de
maniére réciproque, deux voies neuronales hypothalamiques: la voie neuronale
catabolique (noyau Arc < noyau PV) et la voie neuronale anabolique (noyau Arc «
aire HL) (McMinn et al., 2000 : Schwartz et al., 2003). L’activation de ces circuits
stimule la synthése et la sécrétion de neuromédiateurs dont I'action est soit
d’augmenter la prise alimentaire tout en réduisant les dépenses énergétiques (voie

anabolique) soit d’'induire les effets inverses (voie catabolique).

1.3.1 Systéme hypothalamique anabolique

Comme le spécifie son appellation, le systéeme hypothalamique anabolique a
pour fonction d’augmenter la prise alimentaire et de réduire la dépense énergétique,
et par conséquent d’accroitre les réserves énergétiques principalement sous forme
de tissus adipeux. Ce systéme accomplit sa fonction par I'intermédiaire d’au moins
quatre neuromédiateurs : le NPY, I'AgRP, I'Orexine-A et le MCH. Le NPY et 'AgRP
sont synthétisés par la méme population de neurones du noyau Arc, tandis que
'Orexine-A et le MCH sont synthétisés dans deux populations différentes de

neurones de l'aire HL.

1.3.2 Systeme hypothalamique catabolique
Contrairement au systéeme hypothalamique anabolique, le systeme
hypothalamique catabolique diminue la prise alimentaire et augmente la dépense
énergétique. Par conséquent, ce systéeme diminue les réserves énergétiques en
réduisant la masse des tissus adipeux. Le systéme hypothalamique catabolique est

aussi connu sous l'appellation de voie de la mélanocortine et son neuromédiateur
principal est '0-MSH qui est synthétisée principalement, mais non exclusivement,

dans le noyau Arc, par clivage de la protéine précurseur POMC. Cependant, le
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peptide CART est aussi synthétisé dans cette méme population de neurones du
noyau Arc et agit aussi comme neuromédiateur catabolique. Les autres
neuromédiateurs de la voie hypothalamique catabolique sont 'OT, la CRH et la TRH,

qui sont synthétisés dans le noyau PV.

1.3.3 Interaction : systéme anabolique et catabolique

L’équilibre entre l'action de la voie anabolique et l'action de la voie
catabolique détermine les comportements alientaires de I'animal et de 'humain et par
conséquent la masse pondérale. Quels sont donc les mécanismes d’action et

d’interaction entre ces deux systémes ?

A certains égards, ces deux systémes agissent de facon indépendante.
Comme Tlillustre la figure 5, I'insuline et la leptine stimulent la voies catabolique (les
neurones POMC/CART) tout en inhibant la voie anabolique et notamment les
neurones NPY/AgRP localisés dans le noyau Arc (Schwartz et al., 2003). Ces effets
augmentent et diminuent respectivement la production et la sécrétion des peptides
POMC/CART et NPY/AgRP dans le noyau PV et dans l'aire HL. Dans ces régions
hypothalamiques, ces peptides anorexigénes et orexigénes interagissent avec leurs
récepteurs respectifs, induisant, a leur tour la synthése d’autres neuromédiateurs
anorexigéenes, tels que I'OT, la CRH et la TRH et orexigénes, tels que I'orexine-A et
la MCH. Ceci a comme effet physiologique de réduire la prise alimentaire. L’effet
inverse est observé lorsque les niveaux d’insuline et de leptine sont diminués, par

exemple chez les souris ob/ob, db/db, les rats Zuckers (fa/fa), ou lors d’un jeline.

Par ailleurs, ces deux systémes agissent de fagon compétitive le long de la
voie de la mélanocortine. En effet, une interaction compétitive entre les neurones
NPY/AgRP et les neurones POMC/CART, a été proposée, qui met en jeu le

récepteur MC4R exprimé principalement dans le noyau PV ainsi que deux de ses
ligands physiologiques, I’ a-MSH et 'AgRP. L' 0-MSH est un ligand agoniste du

récepteur MC4R et se comporte comme un inhibiteur de la prise alimentaire. Par
contre, 'AgRP est un antagoniste naturel de ce récepteur et stimule puissamment la

prise alimentaire; il s’agit donc d'un facteur dynamique qui bloque [Iaction

anorexigéne de I’ a-MSH (Ollmann et al., 1997). De fagon attendue, 'a-MSH et



72

I'AgRP sont régulées de facon opposée par la leptine, l'insuline, le je(ine et la prise
alimentaire. L’'importance de ce mécanisme de régulation de la voie de la
mélanocortine, dans la régulation de la prise alimentaire est illustrée par le fait que
linvalidation du géne du récepteur MC4R (Huszar et al., 1997) et du géne POMC
(Yaswer et al., 1999), ainsi que la surexpression transgénique de 'AgRP (Graham et
al., 1997), provoquent une augmentation de la prise alimentaire et une obésité
sévere chez la souris. De plus, des mutations du récepteur MC4R ont été décrites
chez 'homme, qui représente la forme d’obésité monogénique a plus haute
prévalence. De fait, 3 a 5% des cas d’obésité précoce et massive sont associés a
des mutations dans le géne MC4R. Les individus porteurs de ces mutations sont
hyperphagiques, hyper insulinémiques, ont une croissance linéaire accrue et sont

résistants a la leptine et a l'insuline (Farooqi et al., 2000 ; Vaisse et al., 2000).

Finalement, ces deux systémes agissent de fagon régulatrice. En effet, en
plus de leurs projections au noyau PV et a l'aire HL, il a été démontré que les
neurones NPY/AgRP forment aussi des contacts synaptiques sur les corps
cellulaires et les dendrites des neurones POMC/CART du noyau Arc. De plus, il a été
observé que le récepteur Y1 du NPY, qui est couplé a une protéine G inhibitrice, est
exprimé sur les neurones POMC/CART du noyau Arc. Ces données morphologiques
et immunohistochimiques suggérent fortement que le NPY exerce une action

inhibitrice sur la voie catabolique mélanocortinergique.
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2. Dépense énergétique

Contrairement a la prise alimentaire, la dépense énergétique a regu trés peu
d’attention malgré le fait qu’elle représente un parameétre critique de la balance
énergétique. De fait, chez le rongeur, une régulation de la dépense énergétique est
exercée par le systéeme nerveux autonome sympathique (SNS) sur la thermogenése
des tissus adipeux brun (TBA). Cependant, 'absence de TAB chez I’humain porte a
disqualifier la dépense énergétique comme paramétre important de ['équilibre
énergétique. Toutefois, chez I'humain, il est possible que le SNS régule la dépense
énergétique via d’autres systémes physiologiques et que ce contrdle soit davantage

d’ordre motivationnel (Cabanac, 2006).

La dépense énergétique peut étre décrite en trois composantes: le
métabolisme de base (qui correspond a I'ensemble des processus biochimiques
nécessaires au maintien de la vie), lactivit¢ physique (qui correspond aux

mouvements) et la thermogenése adaptative (Spiegelman & Flier, 2001).

L’'activité physique a un impact important sur [I'équilibre énergétique,
particulierement chez ’humain. L’activité physique peut étre volontaire ou spontanée.
L’activité physique spontanée fait référence a la thermogenése induite par des
exercices involontaires tel que la contraction spontanée des muscles, le maintien de
la posture, s’asseoir, se lever, parler et marcher (Levine et al., 1999; Levine, 2004). II
a été démontré que ces exercices involontaires contribuent de facon significative a la
dépense énergétique chez I'humain (Levine et al.,, 1999). Chez le rongeur, la
contribution de l'activité physique a la dépense énergétique est plus difficile a
mesurer. Les variations d’activité physique sont souvent, pour ne pas dire toujours,

accompagnées d’activation de la thermogenése dans le TAB (Richard, 2007).

La thermogenése adaptative fait référence a la dissipation d’énergie sous
forme de chaleur en réponse a des modifications de I'environnement tel que le froid
ou des changements de la quantité de nourriture ingérée («thermogenése induite par
I'alimentation») (Flier, 2004). La thermogenése adaptative a été bien étudiée chez le
rongeur ou elle a lieu dans le TAB et possiblement dans le muscle.Le TAB peut

cependant étre considéré comme l'organe clé de la thermogenése (Cannon &
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Nedergaard, 2004). En effet, il existe chez les mammiferes deux types de tissu
adipeux :

- le tissu adipeux blanc, majoritaire, dont la fonction est de stocker I'énergie

sous forme de triglycérides et de libérer les acides gras en fonction des

besoins énergétiques de I'organisme. Ce tissu est aussi le lieu de production
de nombreuses hormones et peptides impliqués dans la prise alimentaire tel la
leptine et 'adiponectine.

- le tissu adipeux brun, trés riche en mitochondries et grandement innervé par

le SNS, qui est un organe d’oxydation et de thermogenése (Cannon &

Nedergaard, 2004). Alors que, dans la plupart des cellules, une grande partie

de I'énergie des substrats est conservée sous forme d’ATP, les adipocytes

bruns dissipent cette énergie sous forme de chaleur.

La capacité thermogénique unique du TAB est due a une protéine
membranaire mitochondriale spécifiquement exprimée dans ce tissu, nommée
uncoupling protein 1 (UCP1) (Giacobino, 2002; Cannon & Nedergaard, 2004; Dulloo
et al.,, 2004; Richard, 2007). La présence et I'activation dUCP1 empéchent les
mitochondries de convertir I'énergie de la respiration en ATP, et induit, par
conséquent, un découplage respiratoire thermogénique. La stimulation de la
thermogenése dans le TAB par le SNS est médiée par les récepteurs f3
adrénergiques et conduit a l'activation et 'augmentation de I'expression d’'UCP1
(Lowell & Bachman, 2003; Cannon & Nedergaard, 2004; Dulloo et al., 2004). Chez
les rongeurs, le rdle crucial du SNS dans la régulation de la thermogenése
adaptative a été clairement démontré en utilisant des souris chez lesquelles les
génes des récepteurs B adrénergiques 1,2 et 3 ont été invalidés (souris «betaless»)
(Bachman et al., 2002). Soumises a une diéte riche en gras, ces souris développent
une obésité sévere malgré I'ingestion d’'un nombre de calories identique aux souris
sauvages. En fait, ces souris sont incapables d’augmenter leur dépense énergétique

en réponse a l'alimentation (Bachman et al., 2002).

L’activation de 'UCP1 par le SNS est modulée par les réserves énergétiques
(Géloén & Trayhurn, 1990a; 1990b; Scarpage et al., 1997; Commins et al., 1999)
ainsi que le statut nutritionnel (Leblanc et al., 1986; Stock & Rothwell, 1986). Les
neurones pré-ganglionnaires du SNS, qui contrélent I'activité de 'TUCP1, sont régulés

par le SNC. Les régions du SNC qui controle ’homéostasie énergétique sont
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modulées par les facteurs nutritionnels, endocriniens (ex : I'insuline) et adipeux (ex :
leptine). Par conséquent, l'activit¢ de I'UCP1 varie selon les changements
énergétiques (Géloén & Trayhurn, 1990a; 1990b; Scarpage et al., 1997; Commins et
al., 1999; Asensio et al., 2008). De plus, en période de jelne, I'activation de TUCP1
est réduite tandis que l'effet inverse est observé lors de la prise alimentaire (Leblanc
et al., 1986; Stock & Rothwell, 1986). Finalement, le manque d’énergie réduit la
thermogenése (Richard, 2007).

Récemment, plusieurs protéines découplantes homologues a 'UCP1 ont été
identifiees (UCP2, UCP3, UCP4 et UCP5) (Ricquier & Bouillaud, 2000; Giacobino,
2002; Erlanson-Albertsson, 2003). Alors que 'UCP1 est exclusivement exprimée
dans le TAB, UCP2 a une large distribution. UCP3 est principalement exprimée dans
le muscle squelettique et UCP4 et 5 sont spécifiques au cerveau. Le role de ces
homologues dans 'homéostasie énergétique reste a clarifier.

Chez I'humain, il est de plus en plus certain que de subtiles variations de la
thermogenése peuvent, a long terme, jouer un réle important dans le développement
de I'obésité (Dulloo et al., 2004). Cependant, la contribution du SNS a ces variations
reste a étre clairement établie, et les organes ou la thermogenése aurait lieu restent
a identifier. Chez I’humain, le r6le du TAB dans la thermogenése est moins évident
que chez le rongeur. Toutefois, plusieurs études de tomographie par émission de
positrons ont démontré la présence de quantités significatives de TAB chez le
nouveaux-nés (Cannon & Nedergaard, 2004) de méme que chez 'homme adulte
(Nedergaard et al., 2007). De plus, des données récentes indiquent que la
consommation de glucose par les TAB, donc possiblement la thermogeneése, serait
sous le contréle du SNS (Nedergaard et al., 2007). Ceci pourrait étre particulierement

important chez les sujets obéses.

2.1 Neuro-anatomie de la dépense énergétique

Comme nous l'avons vu, le maintien de I'homéostasie énergétique implique
une coordination entre I'ingestion de calories et la dépense énergétique, coordination
qui est orchestrée par des circuits neuronaux localisés dans I'’hypothalamus, le tronc

cérébral et la moelle épiniere. Le SNC régule la dépense énergétique principalement
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par le biais du SNS. Alors que le réle du SNS dans le contréle de la dépense
énergétique est bien établi, celui de I'hypothalamus n’a été constaté que dans les
années 1980. Shimazu & Takahashi (1980) ainsi que Pekins et ses collégues (1981)
ont démontré que des stimulations électriques de faible amplitude dans la région de
'hypothalamus ventromedian induisent I'activation de la thermogenése et de la
lipogenése dans le TAB (Shimazu & Takahashi, 1980; Pekin et al., 1981). Ces
observations ont été corroborées par des études indiquant que de telles lésions de
I’hypothalamus ventromédian en plus de produire une hyperphagie et une obésité
(Hetherington & Ranson, 1940) induisent aussi une réduction de I'activité du SNS et
une diminution de la thermogenése dans le TAB (Niijima et al., 1984; Vander Tuig et
al., 1982; Sakaguchi et al., 1988). A I'opposé, des Iésions de l'aire HL induisent une
hypophagie (Anand & Brobeck, 1951) et une augmentation de I'activité du SNS
(Yoshida et al., 1983).

Les noyaux hypothalamiques qui contrélent la dépense énergétique ont été
identifiés par divers techniques incluant le marquage transneuronal rétrograde a
I'aide du virus pseudorabies (VPR) (Bamshad et al., 1999; Oldfield et al., 2002). Des
techniques mesurant les changements morphologiques et métaboliques du TAB par
suite de stimulations et/ou de |ésions de la région hypothalamique ventromédiale ont
également été utilisées (Freeman & Wellman, 1987; Sakaguchi et al., 1988). Chez le
hamster Sibérien et chez le rat, les données obtenues, par suite des marquages
rétrogrades indiquent que [linnervation du TAB par [I'hypothalamus est
transneuronale (Bamshad et al., 1999; Oldfield et al., 2002).

Dans la moelle épiniére, les neurones pré-ganglionnaires sont localisés
principalement, mais non exclusivement, dans les cornes intermédiolatérales des
segments thoraciques 3 et 4 (Morrison, 2004). Dans le tronc cérébral, les régions
marquées incluent la formation réticulaire, le noyau raphé caudal, la région
norépinéphrinergique A5 ainsi que le NTS. Finalement, dans I'hypothalamus le
marquage interesse les noyaux Arc, PV, VM, suprachiasmatique, I'aire HL et la
région pré-optique médiane. La figure 6 présente un schéma des circuits neuronaux

qui relient 'hypothalamus au TAB.
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L’'implication fonctionnelle du noyau Arc ainsi que de I'aire HL dans le contréle
de la dépense énergétique a été démontrée par des études de stimulation et de
Iésion (Yoshida et al., 1983; Arase et al., 1987; Oldfield et al., 2007). Cependant,
plusieurs observations sont venues infirmer I'implication fonctionnelle du noyau PV
en ce qui a trait a la dépense énergétique. Ces études ont d’abord démontré que des
Iésions (Sakaguchi et al., 1988) et/ou l'injection de glucose ou d’insuline (Sakaguchi
& Bray, 1988) dans le noyau PV n’affectaient pas l'activité électrique des neurones
post-ganglionnaires du SNS qui innervent le TAB. Ces observations ont été
corroborées dans les modéles animaux d’obésité induite par suite de Iésions
partielles et/ou complétes du noyau PV. Les rats et les chiens avec lésion du noyau
PV ne présentent aucune dysfonction du systéme nerveux autonome sympathique et
parasympathique, aucune dysfonction du systéme circadien et leur niveau d’activité
physique est normal (Heinbecker et al., 1944 ; Leibowitz et al., 1981 ; Cox & Powley,
1981 ; Aravich & Sclafani, 1983). Un protocole expérimental faisant appel au
paradigme des apports caloriques pairés, a permis de constater que I'hyperphagie
est la cause principale, sinon l'unique cause de I'obésité présentée par ces animaux
(Cox & Powley, 1981; Tokunaga et al., 1986 ; 1990 ; Fukushima et al., 1987).
Finalement, Balthasar et ses collegues (2005) ont récemment généré une souris
conditionnelle nulle pour l'alléle du géne du récepteur MC4R (loxTB MC4R)
(Balthasar et al., 2005). Les souris homozygotes n’expriment pas le récepteur MC4R
et sont séverement obéses. Ces auteurs ont démontré que la réactivation de
'expression de ce récepteur spécifiquement dans le noyau PV, ainsi que dans une
sous population de neurones de 'amygdale diminue la prise alimentaire mais n’induit
aucun effet sur la dépense énergétique (Balthasar et al., 2005). Ces observations
renforcent I'hypothése voulant que le noyau PV ne soit pas impliqué dans le controle

de la dépense énergétique.

2.2 Systémes effecteurs de la dépense énergétique et

neuromédiateurs

Les systemes effecteurs et les neuromédiateurs impliqués dans le controle de
la dépense énergétique sont les mémes que ceux impliqués dans le contréle de la
prise alimentaire, c’est-a-dire les systéemes hypothalamiques anabolique et

catabolique.
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2.2.1 Systéme hypothalamique anabolique

Le systéme hypothalamique anabolique semble dépendre principalement de
I'aire HL et de la MCH comme principal neuromédiateur. Tout d’abord, un lien neuro-
anatomique a été observé entre le TAB et les neurones mélaninergiques de I'aire HL.
Par des techniques de marquage transneuronal rétrograde combinées a
immunohistochimie, une co-localisation du traceur transneuronal VPR, injecté dans
le TAB, et de la MCH a été observée dans les neurones de l'aire HL (Oldfield et al.,
2002; 2007). En second lieu, il a été démontré que l'injection i.c.v. de MCH diminue
I'expression de ’TARNm de 'UCP1 (lto et al., 2003). De fagon inverse, I'expression de
cette protéine est augmentée dans le TAB chez les souris invalides pour le géne
MCH, souris MCH” (Segal-Lieberman et al., 2003). Des études de génétique
suggerent aussi un réle important de MCH en tant qu’effecteur anabolique de la
dépense énergétique (Segal-Lieberman et al., 2003; Kokkotou et al., 2005). En effet,
chez les souris ob/ob surexprimant la MCH l'invalidation du géne de la MCH entraine
une diminution importante de la masse adipeuse et une augmentation de la dépense
énergétique, sans réduction de la prise alimentaire (Segal-Lieberman et al., 2003).
Méme si elles sont hyperphagiques les souris MCH” ont une dépense énergétique

élevée et sont minces (Kokkotou et al., 2005).

2.2.2 Systeme hypothalamique catabolique

Le systéme hypothalamique catabolique intervient aussi dans le controle de la
dépense énergétique. Il depend principalement, mais pas exclusivement, du noyau
Arc et implique la voie de la mélanocortine. Ceci est corroboré par des études de
caractérisation neurochimique des projections neuronales poly-synaptiques qui
relient 'hypothalamus au TAB. Il a été démontré que les neurones du noyau Arc qui
se projettent sur les neurones pré-ganglionnaires du SNS expriment le récepteur de
la leptine ainsi que la POMC (Oldfield et al., 2002). De plus, l'injection chronique i.c.v.
de 'AgRP chez le rongeur diminue I'expression de ’TARNm de 'UCP1 dans le TAB,
la consommation d’oxygéne et la température dans ce tissu, ainsi que l'activité des
neurones post-ganglionnaire du SNS qui innervent le TAB (Small et al., 2001;
Yasuda et al., 2004). Des effets inverse sur I'expression de TARNm de 'UCP1 dans
le TAB, sur la thermogenése du TAB, ainsi que sur l'activité des neurones post-

ganglionnaires du SNS qui innervent le TAB ont été observé par suite de l'injection
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chronique i.c.v. de 0-MSH et/ou de MTII, un agoniste du récepteur MC4R (Cettour-
Rose & Rohner-Jeanrenaud, 2002; Yasuda et al., 2004).
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LES GENES SINGLE-MINDED
1. Définition générale

Les génes single-minded (SIM) codent pour des protéines (SIM) appartenant
a la famille des facteurs de transcription bHLH-PAS (Nambu et al.,, 1991). Cette
famille de facteurs de transcription est caractérisée par trois domaines distincts : le
domaine basique (b), le domaine Hélice-Boucle-Hélice (HLH de I'anglais Helix-Loop-
Helix) et les domaines PAS, PAS-1 et PAS-2 (nommés ainsi pour les premieres
protéines dans lesquelles ce motif a été identifié : PER, ARNT et SIM) (Moffett et al.,
1996 ; Moffet & Pelletier, 2000). Le domaine basique, situé dans la partie N-terminale
de l'acide aminé, est nécessaire pour la liaison a 'ADN. Le domaine HLH est lui
aussi situé du coété N-terminal entre le domaine basique et les régions PAS. De
concert avec les régions PAS, le domaine HLH forme une interface de dimérisation.
Toutefois, les domaines PAS sont aussi capables de liaison et d’interaction avec
d’autres petites molécules et protéines indépendamment du domaine bHLH (Huang
et al.,, 1993 ; Moffett et al., 1996). Finalement, la région C-terminale contenant les
domaines bHLH-PAS posséde généralement une activité transcriptionnelle de
répression ou d’activation. Dans le cas des protéines SIM, il a été démontré dans un
systéme in vitro que l'activité transcriptionnelle de la région C-terminal est répressive.
Entre autres, dans des essais de transfection cellulaire, SIM bloque ['activité
transcriptionnelle de I'un de ses partenaires de dimérisation, Ah receptor nuclear
translocation (ARNT), une protéine appartenant aussi a la famille des facteurs de
transcription bHLH-PAS (Ema et al.,, 1996a; Moffett et al., 1997). La fonction
transcriptionnelle des SIM requiert une hétérodimérisation avec d’autres protéines de
la famille des facteurs de transcription bHLH-PAS. Plusieurs protéines bHLH-PAS
sont présentement connues et peuvent agir comme partenaires de dimérisation tel
que : ARNT1 (Hoffman et al., 1991), ARNT2 (Hirose et al., 1996), BMAL1
(Hogenesch et al., 1997) et BMAL2 (Hogenesch et al., 2000).

Le gene Sim a été tout d’abord identifié chez la drosophile et par la suite chez

la souris ainsi que chez I'’humain.

Chez la drosophile, Sim est exprimé dans les cellules de la ligne médiane du

SNC et joue un rble primordial dans le développement de ces cellules. En effet, les
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cellules de la ligne médiane du SNC de la drosophile ne se développent pas chez la
drosophile mutante pour le géne Sim. De plus, I'expression ectopique de ce géne
dans les cellules latérales du SNC de la drosophile change la destinée de ces
cellules. Ces derniéres acquierent une morphologie cellulaire ainsi qu’'un patron

d’expression génique typique des cellules de la ligne médiane (Nambu et al., 1991).

Chez la souris de méme que chez I'humain, deux génes homologues du gene
Sim de la drosophile ont été identifiés et nommés : Sim7 et Sim2. Le géne Sim1 est
localisé sur le chromosome 10 chez la souris et sur le chromosome 6 chez I'humain
(Fan et al., 1996 ; Chrast et al., 1997). Les deux génes Sim1 sont a 96% identiques
pour ce qui est de leur séquence en acides aminés (Chrast et al., 1997). Les deux
génes Sim2 sont localisés sur les chromosomes 16 et 21, respectivement chez la
souris et chez ’humain (Ema et al., 1996b ; Fan et al., 1996 ; Chrast et al., 1997).
Les deux génes Sim2 sont a 90% identiques pour ce qui est de leur séquence en
acides aminés (Chrast et al., 1997). Le géne Sim1 code pour un polypeptide de 765
acides aminés ayant une masse moléculaire de 87 kDa, tandis que le géne Sim2
code pour un polypeptide de 657 acides aminés ayant une masse moléculaire de 75
kDa (Ema et al., 1996b ; Yamaki et al., 1996). La grande homologie de séquence
entre SIM1 et SIM2 chez I'humain et avec leurs homologues chez la souris suggére

une méme fonction pour ces deux genes.

Durant 'embryogenése, Sim1 est exprimé tout au long de la somitogenése, de
la néphrogenése et de la neurogenése (Fan et al., 1996). Durant la neurogenése,
'expression de Sim1 est limitée a certaines régions du SNC en développement. Ces
régions sont: la parite ventrolatérale du mésencéphale rostral et du tube neural
caudal, la zona limitans du thalamus, le noyau du tractus olfactif latéral (NLOT) et
'hypothalamus antérieur (Fan et al., 1996; Chrast et al, 1997). Dans
I'hypothalamus, I'expression de Sim1 est prédominante dans les noyaux PV, supra-
optique (SO) et les corps mamillaires (Michaud et al., 1998). Chez la souris adulte,
Sim1 est exprimé dans les reins, certains muscles squelettiques ainsi que dans les
noyaux PV, SO, certains neurones de l'aire HL et 'amygdala basomédiale (Chrast et
al., 1997 ; Nilaweera et al., 2002 ; Holder et al., 2004). Pour sa part, durant
'embryogenése, Sim2 est exprimé de fagon prédominante dans la région

ventrolatérale du diencéphale, dans les muscles des membres, ainsi que dans de
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nombreux cartilages primordiaux et particulierement ceux des vertébres, des cétes,
des poumons, des reins et de certaines structures cranio-faciales (Ema et al.,
1996b ; Chrast et al., 1997 ; Yamaki et al., 1996 ; Moffett & Pelletier, 2000). Chez la
souris adulte, Sim2 est exprimé dans certains muscles squelettiques, les reins et les

poumons (Chrast et al., 1997).

2. LES FONCTIONS DU GENE Sim1

2.1 Sim1 et le développement

Chez les mammiferes, Sim1 semble jouer un rble spécifique dans le
développement du SNC. Les défauts anatomiques identifiés jusqu’a présent chez les
souris invalide pour le géne Sim1 sont I'absence compléte de neurones dans les
noyaux PV et SO, l'absence de neurones exprimant la SS dans le noyau
périventriculaire antérieur de I'hypothalamus (aPV), une région continue avec le
noyau PV (Michaud et al., 1998) ainsi qu’une diminution des projections axonales
mammillo-thalamique (MTT) et mammillo-tegmantale (MTEG) (Marion et al., 2005).

2.1.1 Développement des noyaux aPV, PV et SO

Le géne Sim1 est exprimé dans tous les neurones des noyaux PV et SO, ainsi
que dans une sous population de neurones du noyau aPV. Des études de perte de
fonction chez la souris ont démontré que Sim1 est requis pour le développement de
tous les neurones des noyaux PV, SO et aPV qui produisent la VP, I'OT, la TRH, la
CRH et la SS. Michaud et al. (1998) ont démontré que Sim1 agit pour contrbler les
étapes tardives du développement de ces cellules, c’est-a-dire I'étape de la
différenciation cellulaire. En effet, ces auteurs ont constaté que Sim7 est exprimé
dans les cellules des noyaux PV, SO et aPV aussitdét qu’elles quittent le cycle
cellulaire et migrent dans la couche du manteau. Chez 'embryon homozygote pour
un allele nul de Sim1, Sim1”, ces cellules sont générées, expriment le transcrit
mutant de Sim1 et survivent au moins jusqu’au quatorziéme jour du développement
(E14.0). Toutefois, vers E14.0-E15.0, elles cessent d’exprimer le transcrit mutant de
Sim1 et, par conséquent, ne terminent pas leur différenciation (Michaud et al., 1998).
La destinée de ces cellules n’a pas encore été élucidée. Toutefois, récemment,
Caqueret et al. (2006) ont démontré a I'aide de techniques d'immunohistochimie, que

le nombre de cellules générées dans I'hypothalamus antérieur des embryons Sim1”
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est réduit de 30%. lls ont aussi constaté, par I'essai de TUNNEL, que cette
diminution n’était pas causée par une augmentation d’apoptose dans I'hypothalamus
antérieur I'embryon. Cependant, ces mémes auteurs ont observé I'expression du

transcrit Sim1%

, un allele mutant du géne Sim1, généré par introductiond’'un géne de
fusion tau-lacZ dans I'exon 1 du géne Sim1, dans une région du SNC située entre le
troisieme ventricule et la surface du cerveau (Caqueret et al., 2006). Ceci suggére
gu’en I'absence du géne Sim1, les cellules de I'hypothalamus antérieur migrent au-
dela des noyaux PV, SO et aPV, et acquiérent une nouvelle identité. Le géne Sim1
semble donc étre requis pour la différenciation finale de ces cellules, mais aussi pour

leur migration et leur positionnement final dans les noyaux PV, SO et aPV.

2.1.2 Développement des corps mammillaires (CMs)

Les corps mammillaires (CMs) sont composés de plusieurs petits noyaux,
situés de chaque cété de la ligne médiane dans la partie la plus postérieure de
I'hypothalamus. Les CMs regoivent des projections de I'hippocampe, via le fornix, et
se projettent sur le thalamus antérieur, via le faisceau MTT, et sur le tegmentum
mésencéphalique, via le faisceau MTEG. Les CMs et leurs projections axonales, le
MTT et le MTEG, sont des composantes importantes du circuit de Papez, un circuit
neuronal critique pour le processus de la mémoire et I'apprentissage (revu dans
Vann & Aggleton, 2004). De fait, chez le rat, une Iésion de ces régions induit des
troubles de mémoire spatiale et d’apprentissage (Aggleton et al., 1996 ; Vann &
Aggleton, 2003).

Récemment, il a été démontré que Sim1 et Sim2 agissent de fagon
compensatoire et non hiérarchique durant le développement des axones du CM
(Marion et al., 2005). Chez la souris, les neurones du CM sont générés entre les
jours E 10.5 et E13.5. Des études antérieures ont démontré que I'expression de
Sim1 et Sim2 dans les cellules du neuro-épithélium précurseur des neurones du CM
débute le jour précédent I'apparition de ses premiers neurones, a E9.5. Par ailleurs,
plusieurs études ont démontré que la formation du MTT et du MTEG est un
processus trées complexe et implique de multiples facteurs qui contrélent le guidage
axonal (Alvarez-Bolado et al., 2000 ; Valverde et al., 2000; Marion et al., 2005). Sim1

et Sim2 semblent impliqués dans la régulation de I'expression de certains de ces
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facteurs. Par exemple, Marion et ses collegues (2005) ont constaté que, chez les
souris double mutantes Sim1” et Sim2 7, Rig-1, un régulateur des molécules Slits
qui induisent la répulsion de certains axones, est exprimé de fagcon ectopique durant
le développement (Marion et al., 2005). Il a aussi été démontré que les neurones du
CM sont générés et maintenus, au moins jusqu'au stade E18.5, chez les souris
mutantes pour Sim1 (Sim1”"; Sim2**), Sim2 (Sim1**; Sim2”) ou Sim1 et Sim2
(Sim1”; Sim2 7). Toutefois, le MTT et le MTEG sont absents chez les embryons
Sim17 : Sim2” et diminués chez les embryons mutants pour Sim7, mais dotés d’'une
ou deux copie de Sim2 (Marion et al., 2005). Ces observations suggérent fortement
que Sim1 et Sim2 agissent de fagon redondante pour contrbler le développement
des axones du CM, possiblement en régulant I'expression de molécules impliquées

dans le guidage axonal.

2.2 Sim1 et la régulation de la prise alimentaire

L’'implication du géne Sim71 dans la régulation de la prise alimentaire a tout
d’abord été soupgoneé sur la base d’études cliniques.Holder et al. ont observé chez
une jeune fille qu’'une désorganisation du géne Sim71, causée par une translocation
entre le chromosome 1 et 6, était associée a une obésité précoce, une hyperphagie
ainsi qu’une croissance linéaire accélérée (Holder et al.,, 2000). Ces auteurs ont
aussi constaté que I'obésité précoce de plusieurs garcons et de filles était associée a
des délétions dans la région du chromosome 6 contenant le géne Sim71 (Holder et
al., 2000). Ce sont ces observations qui ont mené a I'hypothése voulant que
I'haploinsuffisance du géne Sim71 cause une obésité précoce chez I'humain. Les
mécanismes par lesquels le géne Sim17 régule la prise alimentaire n’'ont pas encore
été élucidés. Cependant, deux possibilités ont jusqu’a maintenant été considérées,
soit celles d’anomalies du développement de I'hypothalamus et/ou d’'une ou de

dysfonctions physiologiques de SIM1.

2.2.1 Anomalies du développement de I’hypothalamus
Des études sur des souris invalide pour le géne Sim7 ont démontré que les
souris Sim1™ ne sont pas viables. Ces souris meurent a la naissance probablement
a cause de I'absence de développement des noyaux PV, SO et aPV. Toutefois, les

souris invalide hétérozygotes, Sim71*", survivent mais développent une obésité
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sévere associée a une augmentation de la prise alimentaire, sans modification
significative du métabolisme corporel et des dépenses énergétiques (Michaud et al.,
2001). A laide de techniques d’'immunohistologie, Michaud et al. (2001) ont
démontré que le noyau PV de ces souris était hypocellulaire et ont proposé que les
anomalies du développement du noyau PV pourraient étre la cause de leur obésité
(Michaud et al., 2001). Cette hypothése s’appuie sur le fait que le noyau PV, en plus
du réle physiologique qu’il exerce sur le systéme endocrinien, est connu pour son
réle comme régulateur critique de 'homéostasie énergétique. Comme nous I'avons
déja mentionné dans la section «Régulation de I'homéostasie énergétique», des

Iésions du noyau PV chez le rat induisent une obésité hyperphagique. De plus, le
noyau PV est capable d’intégrer des signaux anorexigénes (ex: O-MSH) et

orexigénes (ex : NPY) en provenance d’autres régions hypothalamiques telles que le
noyau Arc, et de transmettre ces signaux a d’autres régions du SNC comme le NTS,
impliqué dans la régulation de la prise alimentaire. Des perturbations durant le
développement de [I'hypothalamus pourraient donc engendrer de mauvaises

connexions neuronales et perturber en conséquence ’homéostasie énergétique.

2.2.2 Roles physiologiques de la protéine SIM1

Plusieurs données suggerent un réle physiologique du géne Sim7 dans la
régulation de la prise alimentaire. Tout d’abord, chez la souris adulte, le géne Sim1
est exprimé principalement, si ce n’est exclusivement, dans certains noyaux
hypothalamiques incluant les noyaux PV, SO et I'aire HL, ainsi que dans 'amygdale
basomédiale (Holder et al., 2004). Toutes des régions connues pour leur implication
dans le contréle de la prise alimentaire. De plus, il a été démontré, par PCR en
temps réel, que l'injection i.p. de leptine et de MTII chez la souris sauvage augmente
spécifiguement I'expression de ’ARNm de Sim1 dans I'hypothalamus, de 50% et de
80%, respectivement. De plus, une diminution de la prise alimentaireest observée
chez ces souris (Kublaoui et al., 2006a). Enfin, il a été démontré qu’'une modulation
de l'expression du géne Sim71 dans le noyau PV, grace a des adénovirus,
s’accompagne d’une modulation concomitante de la prise alimentaire. De fait,
l'injection stéréotaxique d'un adénovirus produisant un petit ARN en épingle a
cheveux dirigé contre le géne Sim1 entraine une réduction spécifique de I'expression

de Sim1 dans le noyau PV, tout en induisant une augmentation de la prise
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alimentaire. De fagon inverse, l'injection d’'un adénovirus porteur du géne Sim7 dans
le noyau PV réduit la prise alimentaire (Yang et al., 2006). Ces résultats sont
corroborés par I'étude de Kublaoui et al. (2006), qui démontre que 'augmentation de
l'expression de géne Sim1 a l'aide d’un transgéne, dans d’autres modéles d’obésité
chez la souris, élimine complétement I'hyperphagie de ces souris (Kublaoui et al.,
2006b). L’ensemble de ces observations suggére fortement qu’en plus d’un réle au
cours du développement, le géne Sim1 joue un réle physiologique dans le controle

de la prise alimentaire par le noyau PV.

3. LES FONCTIONS DU GENE Sim2

3.1 Sim2 et le développement

Tout comme le gene Sim1, le géne Sim2 joue un réle important durant
'embryogenése, et notament durant la neurogenése de I'hypothalamus antérieur. En
effet, le géne Sim2 est exprimé dans la région pré-optique ainsi que dans le noyau
aPV jusque dans le milieu du noyau PV. Contrairement aux souris mutantes Sim717,
les souris Sim2”" ne démontrent aucune anomalie du développement des noyaux PV
et SO. Les noyaux PV et SO des souris Sim2” sont histologiquement identiques a
ceux des souris sauvages (Goshu et al., 2002). Toutefois, une analyse quantitative a
démontré une diminution du nombre de cellules exprimant la TRH et la SS de 43% et
83%, respectivement, dans I'hypothalamus antérieur de ces souris (Goshu et al.,
2004). Cette diminution ne semble pas affecter la survie ni la prise alimentaire des
souris hétérozygotes pour le géne Sim2, souris Sim2*". De fait, les souris Sim2*"
(aussi génotypées comme Sim71**:Sim2"") ne démontrent pas de phénotype
d’obésité. De plus, les souris hétérozygotes pour les deux génes, Sim1*" ;Sim2"" ne
sont pas plus obéses que les souris Sim1*. Par conséquent, contrairement a
I'haploinsuffisance du géne Sim1, I'haploinsuffisance du géne Sim2 ne semble pas
causer I'obésité ni contribuer & ce phénotype chez la souris Sim1** et Sim1*"
(Goshu et al., 2002). Ces observations suggérent fortement que le géne Sim2 ne

participe pas a la régulation de la prise alimentaire.
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PROJET
1. HYPOTHESE ET OBJECTIFS

L’étiologie de I'obésité est multifactorielle. En effet, I'obésité est causée par
une combinaison de facteurs environnementaux et/ou d’anomalies et de dysfonctions
génétiques. Plusieurs de ces facteurs de méme que plusieurs génes ont été
identifiés et leur réle dans la régulation de 'homéostasie énergétique a été établi.
Ces avancées expérimentales ont permis la production de modéles animaux
d'obésité qui permettent d’élucider les mécanismes qui régulent 'homéostasie
énergétique et d’affirmer que [I'obésité provient d'un déséquilibre du bilan
énergétique, c’est-a-dire d’'une augmentation des apports caloriques et/ou d’une
diminution des dépenses énergétiques. De plus, grace a ces avancées, on dispose
désormais chez l'animal de méme que chez I'humain, un schéma intégré de la
neuro-anatomie de la régulation pondérale, dans lequel I'hypothalamus ainsi que le

tronc cérébral occupent des positions centrales.

Dans I'hypothalamus, le noyau PV est un régulateur critique de la prise
alimentaire. Le noyau PV intégre plusieurs signaux provenant du SNC et de la
périphérie pour réguler I'équilibre énergétique via ses projections axonales aux
neurones pré-ganglionnaires du SNA situés dans le tronc cérébral et la moelle
épiniére. Le géne Sim1 code pour un facteur de transcription. La protéine SIM1 est
produite par virtuellement tous les neurones du noyau PV et est requise pour le
développement de ce noyau. En effet, dans une étude antérieure, nous avons
démontré que le noyau PV ne se développe pas chez les souris homozygotes pour
un alléle nul du géne Sim1. Ces souris meurent a la naissance, probablement a
cause des anomalies du noyau PV. Cependant, les souris hétérozygotes, Sim1*
survivent, mais développent une obésité précoce. De plus, nous avons observé que
le noyau PV des souris Sim1™" est hypodéveloppé, contenant 24% moins de cellules.
Nous pensons que ces anomalies du développement du noyau PV pourraient étre a
lorigine de I'obésité observée chez les souris Sim1*-. Nous proposons que
I'haploinsuffisance de Sim71 engendre des anomalies dans le développement du
noyau PV et, par conséquent, des dysfonctions de ce noyau hypothalamique, dont
une mauvaise régulation de I'équilibre énergétique. Les objectifs du présent projet de

recherche sont donc de caractériser 'impact de I’haploinsuffisance de Sim17 sur:
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i) le développement du noyau PV et ses projections neuronales efférentes; ii)
’homéostasie énergétique, et iii) les voies neuronales qui régulent 'homéostasie

énergétique.
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ABSTRACT

The bHLH-PAS transcription SIM1 is required for the development of all neurons of
the paraventricular (PVN) and supraoptic (SON) nuclei of the hypothalamus. Mice
with a loss of Sim7 die within a few days after birth, presumably because of the lack
of a PVN and SON. In contrast, mice with a decrease of Sim71 survive, are
hyperphagic and become obese. The mechanism by which Sim7 controls food intake
remains unclear. Here, we show that the development of specific PVN and SON cell
types is sensitive to Sim1 gene dosage. Sim1 haploinsufficiency reduces the number
of vasopressin (AVP)- and oxytocin (OT)-producing cells in the PVN by about 50%
and 80%, respectively, but does not affect the development of Crh, Trh and Ss
neurons. Decrease of AVP-producing cells increases the sensitivity of Sim1
heterozygous mice to chronic dehydration. Moreover, retrograde labelling showed a
70% reduction of PVN neurons projecting to the dorsal vagal complex, raising the
possibility that a decrease of these axons contributes to the hyperphagia of Sim1*"
mice. Sim1 haploinsufficiency is thus associated with a decrease of several
PVN/SON cell types which has the potential of affecting distinct homeostatic

processes.
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INTRODUCTION

The hypothalamus contains small nuclei interspaced between less defined
regions. Different physiological functions have been assigned to these distinct areas
of the hypothalamus. In particular, the paraventricular (PVN) and the supraoptic
nuclei (SON), which is formed by cells that migrate out of the prospective PVN during
development, play a critical role in several homeostatic processes, such as the
maintenance of energy and fluid balance, the response to stress and the regulation
of blood pressure. Structurally, the PVN is composed of magnocellular and
parvocellular neurons, whereas the SON is mainly composed of the latter type of
neurons (Swanson & Sawchenko, 1983; Sawchenko et al., 1992). Magnocellular
neurons of the PVN/SON project their axons to the posterior pituitary where they
secrete either vasopressin (AVP) or oxytocin (OT) in the general circulation. AVP is a
key regulator of fluid balance, acting to stimulate water uptake by the kidney tubule,
whereas OT promotes lactation, stimulates natriuresis and mediates at least in part
dehydration-induced decrease of sodium and food intake (Gimpl & Fahrenholz, 2001;
Miedlar et al., 2007; Ball, 2007). AVP and OT production is mutually exclusive,

defining two distinct types of magnocellular neurons (Mohr et al., 1988).

The parvocellular population of PVN neurons is more heterogeneous than the
magnocellular population and has not been as well characterized. Distinct
populations of parvocellular neurons can be distinguished based on the fact that they
send axons to at least one of the following targets: 1) the medial eminence where
they secrete several factors, including TRH and CRH; these factors are transported

via the small vasculature to the anterior pituitary where they modulate the secretion
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of pituitary hormones; 2) the dorsal vagal complex (DVC) of the brainstem, which
includes the dorsal motor nucleus of the vagus (DMV) and the adjacent nucleus of
the solitary tract (NST); the DMV contains preganglionic neurons of the
parasympathetic nervous system, whereas the NST receives visceral sensory
information via vagal afferences; and 3) to sympathetic centers located in the spinal
cord thoracolumbar intermediolateral cell column (Saper et al., 1976; Swanson &
Kuypers, 1980; Sawchenko & Swanson, 1982; Rogers & Nelson, 1984; Lawrence &

Pittman 1985; Hornby & Piekut 1988; Hardy, 2001).

The PVN is a component of an important hypothalamic circuit that controls
food intake (Berthoud & Morrison, 2008). Signals such as leptin that are produced by
the periphery activate hypothalamic neurons located in the arcuate nucleus (ARC)
that send axonal projections to the PVN. These axons have been shown to influence
neuronal activity in the PVN as well as food intake by secreting agonist and
antagonist of melanocortin receptor type 4 (Mc4R). Although the identity of Mc4r-
expressing PVN cells that are activated by these signals have not yet been fully
characterized, several observations suggest that parvocellular neurons that send
axons to the DVC are important for the control of food intake, presumably by
modulating vagal activity (Flanagan et al., 1992; Zhang et al., 1999; Blevins et al.,
2003; Blevins et al., 2004; Rinaman et al., 2005). Studies performed in rats indicate
that about 10% of PVN axons projecting to the DVC produce oxytocin (OT) (for
instance, see (Sawchenko & Swanson, 1982; Olson et al., 1992)). These OT neurons
have been involved in mediating the effect of leptin on food intake and the induction
of anorexia associated with dehydration (Blevins et al., 2003; Blevins et al., 2004;

Rinaman et al., 2005). Other PVN neurons projecting to the DVC can be
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distinguished by the production of CRH, AVP, and TRH, but represent a small subset
of projecting neurons (5% <) (Sawchenko & Swanson, 1982; Sawchenko, 1987; Lynn
et al., 1991; Olson et al., 1992). The identity of the great majority of PVN neurons

projecting to the DVC remains unknown.

A cascade of transcription factors involved in the specification of PVN/SON
neurons has been described (Caqueret et al., 2005). One component of this
cascade, the bHLH-PAS transcription factor SIM1, is required for the development of
virtually all neurons of the PVN and SON (Michaud et al., 1998). Mice homozygous
for null alleles of Sim71 die shortly after birth, presumably from the hypothalamic
defects. In contrast, Sim71 heterozygous mice survive but show hyperphagia and
become obese (Michaud et al., 2001; Holder, Jr. et al., 2004). Similarly, SIM1
haploinsufficiency is one of the few known monogenic causes of obesity in human
(Holder Jr et al., 2000). The mechanism by which a decrease of Sim1 affects food
intake remains unknown. Some observations suggest that Sim7 controls food intake
by acting along a physiological pathway that interacts with that of Mc4r in the
postnatal PVN (Yang et al., 2006; Kublaoui et al., 06a; Kublaoui et al., 2006b).
Alternatively, Sim1 haploinsufficiency could affect food intake indirectly by disrupting
PVN development, as suggested by the observation that the number of PVN cells is

reduced by 24% in Sim7*" mice (Michaud et al., 2001).

In order to further characterize the impact of Sim7 haploinsufficiency on
hypothalamic development and homeostatic processes, we characterized the cellular
composition of the PVN/SON of Sim71*" mice. We found a reduction of Avp- and Ot-

expressing magnocellular neurons as well as of a subset of parvocellular neurons
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that project to the DVC in the PVN of these mice. The loss of these parvocellular
neurons may have an impact of the control of food intake. Moreover, we show that
the decrease of AVP- producing cells affects the response of Sim1*" mice to
dehydration. Sim7 haploinsufficiency thus disrupts the development of distincts cell

types, possibly resulting in the perturbation of several homeostatic processes.

MATERIAL AND METHODS

Mice

The Sim1 mutant allele is characterized by a deletion encompassing 750 bp of
the 5’ region, the initiation codon and the sequence coding for the basic domain
(Michaud et al., 1998). This allele was maintained on a mixed background derived
from the 129Sv and C57BL/6 strains and was genotyped as previously described
(Michaud et al., 1998). With the exception of embryos, only males were studied. Mice
were fed with a 9% fat diet (Teklab Global Rodent Diet 2019, Harlan Teklab,
Madison, Wisconsin) and kept in a controlled environment at 22°C with a 12-h light,
12-h dark cycle. For all studies, each heterozygous animal was paired with a
littermate control. Mice were housed individually for at least 4 days before and during
the whole period of the experiment. All manipulations involving mice were reviewed
and approved by the Institutional Animal Care Committee of Ste-Justine Hospital in

accordance with the guidelines of the Canadian Council on Animal Care.
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In situ hybridization and immunohistochemistry

E18.5 brains were fixed in Carnoy’s solution, processed for embedding in
paraffin, and sectioned at a thickness of 7um. Brains from mice were processed a
follows. Mice were deeply anaesthetized with an intraperitoneal injection of sodium
pentobarbital (40mg/kg) and perfused transcardially with 35ml of 0.9% saline (room
temperature), followed by 45ml of 4% paraformaldehyde (PFA) in 0.1M phosphate
buffered saline (PBS; pH7.4, 4°C). Whole brains were post-fixed overnight in 4%
PFA at 4°C, immersed in 30% sucrose for 24 hours, embedded in OCT and

sectioned at 20 ['M with a cryostat.

In situ hybridization using Crh, Avp and Ot probes was performed as
previously described (Goshu et al., 2004). Signals present in the PVN and SON on
every fourth section were quantified using the Image Pro software (Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland). For each embryo, the sum of arbitrary values
for the total intensity of signals captured at the level of the PVN or SON was

calculated.

Immunohistochemistry was performed on free floating sections using either an
indirect avidin-biotin-peroxidase method, according to the manufacturer’s intructions
(Vectastain ABC Elite PK-6100 Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), or
the detection of a fluorochrome. For the peroxidase methods, brain sections were
quenched in 1% hydrogen peroxydase (H203) for 10 minutes and blocked for 1h with
10% normal goat or donkey serum in PBS containing 0.3% Triton X-100. The
sections were then incubated for 3 days at 4°C in PBS containing either normal goat

or donkey serum (1%) and Triton X-100 (0.3%) as well as one of the following
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antibodies at the indicated dilution: rabbit anti-oxytocin polyclonal antibody (1:1000;
Chemicon International, Temecula, CA, USA; #AB911); rabbit anti-vasopressin
polyclonal antibody (1:2000; Chemicon International; #AB1565); goat anti-
neurophysin | (M-15) polyclonal antibody (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA; #SC-7810) and goat anti-neurophysin Il (M-20) polyclonal antibody
(1:1000; Santa Cruz Biotechnology; #SC-7812). Sections were washed in PBS,
incubated with biotinylated goat anti-rabbit (1:1000 for anti-oxytocin and anti-
vasopressin; Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, USA; #111-
065-144;) or donkey anti-goat (1:1000 for anti-neurophysin | and anti-neurophysin |l;
Jackson Immunoresearch Laboratories; #705-065-147) 1gGs for 1h, washed again
and incubated for another hour with streptavidin-peroxidase complex. Peroxydase
activity was detected using 3,3’-diaminobenzine tetrahydrochloride (DAB, 0.025%;

Sigma) diluted in 10% H0..

For fluorescent immunohistochemistry, free-floating sections were washed in
PBS containing 0.3% Triton X-100 (TPBS) for 5 minutes and blocked in 10% normal
goat serum diluted in TPBS for 1-2 h at room temperature. The sections were
washed twice in TPBS for 5 minutes and incubated with the rabbit polyclonal anti-
oxytocin or with the rabbit anti-vasopressin polyclonal antibody (diluted 1:1000 in
TPBS) for 3 days at 4°C. After two 5 minutes washes in TPBS, sections were
incubated with the Cy2-conjugated anti-rabbit IgG (1:500; Jackson Immunoresearch
Labs; #111-225-144) for 1-2 h at room temperature. After the staining was
completed, sections were mounted on gelatine-coated glass slides, air-dried, briefly
dehydrated in 100% ethanol (40 seconds), cleared in xylenes (60 seconds) and

cover-slipped with Krystalon (EM Science Harleco, Gibbstown, NJ, USA) solution.
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Specificity of the immunoreactions was determined routinely by omission of the
primary or secondary antibodies and inclusion of appropriate pre-immune sera. The
specificity of the antibodies was also assessed by comparing immunostaining with

the expression patterns observed by in situ hybridization.

Avidin-biotin-peroxidase immunoreactions were photographed using a Leica
DM5500 Q microscope coupled to the Leica Application Suite (LAS) microscope
software (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Nikon Eclipse E800 microscope
(emission intensity of 510-560 nm), Nikon Digital camera DXM1200 and Nikon ACT-1
software (Nikon Corporation Instruments Compagny, Japan) were used for analyses
and photography of fluorescent immunostained sections. Image brightness and
contrast were adjusted by applying PhotoShop 7.0 (Adobe Systems Inc., San José,

CA, USA) software.

Quantification of immunoreactive cells was done by counting labelled cells in
the PVN on every fourth 20 [IM thick coronal section using a Zeiss Axioskop 2 (Carl
Zeiss, Luxembourg; 20x Ph2 Plan-NeoFluar objective lens) microscope or a Nikon
Eclipse E800 (Nikon Corp.; 20x Ph1 DLL PlanFluor objective lens) microscope. OT-
and AVP-positive cells were identified by either their dark brown or bright fluorescent

cytoplasmic staining.

Chronic dehydration
Sim1** and Sim1*" males, 4-5 weeks of age, were housed individually for at
least 4 days before the beginning of the experiment. The weight, the amount of food

consumed as well as the volume of tap water drunk by each mouse were recorded
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every morning at 10:00 am over the following 5 days. At the end of day 5, tap water
was replaced by either a 0.34M or a 0.5M NaCl solution. The same parameters were
recorded daily for another 5 days. Blood was then collected by intracardiac puncture
for determination of plasma sodium concentration as well as osmolality using
freezing-point-depression osmometers (Fiske Associated, Norwood, Massachussets)
and mice were perfused as described above. Their brain was removed and

processed for in situ hybridization or immunohistochemistry.

Retrograde labelling

Four-five week-old Sim71™* and Sim1™ mice were anaesthetized with an
intraperitoneal injection of acepromazine (1 mg/kg body weight; Ayerst, Guelph, ON),
Xylazine (10 mg/kg body weight; Bayer, Etobicoke, ON) and ketamine (100 mg/kg
body weight; Ayerst) mixture and placed into a stereotaxic device (Kopf instruments,
Tujunga, CA). The retrograde tracer rhodamine -labelled latex microspheres
(Lumafluor, New York) was used to trace PVN projections to the hindbrain dorsal
vagal complex (DVC). The rhodamine-labelled microspheres were injected
unilaterally into the DVC region, at the level of the area postrema, using the following
coordinates: 8.5 mm caudal to bregma, 0.15 mm lateral to the midline and 5.65 mm
below the dorsal surface of the skull. A 0.4-pyl volume of rhodamine-labelled
microspheres was injected with a 0.5-pl Hamilton syringe (Fisher Scientific) over a 10
minute period. The syringe was held stationary for another 10 minute and slowly
removed over the following minute. The mice were kept 4 weeks before being
sacrificed. Mice with a correctly targeted DVC were identified by examining coronal
sections of the hindbrain for the presence of microspheres. Brains of these mice were

then sectioned coronally and processed for immunohistochemistry as described
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above. Photomicrographs of labelled cells were taken with an Olympus FluoView
FV300 Confocal Laser Scanning microscope (Olympus corporation, Japan).
Quantification of PVN rhodamine-labelled and OT-positive cells was done as
described above. Immunopositive rhodamine-labelled cells were identified by their

bright fluorescent cytoplasm.

Statistics

Results were expressed as means + standard error of the mean. Analysis of
variance was used to study the impact of dehydration on osmolality and sodium
levels. For all the other experiments, statistical significance was determined using a
paired Student’s t-test. All statistics were performed using SPSS 15.0. The level of

significance was set at P < 0.05.

RESULTS

Decrease of vasopressin- and oxytocin- producing cells in the PVN and SON of
Sim1* embryos and mice.

We have previously shown that the PVN of Sim7”" mice is hypocellular
containing 24 % less cells than that of littermate controls (Michaud et al., 2001). We
have also observed that the number of Trh- and somatostatin-expressing neurons in
the PVN and in adjacent areas is not decreased in E18.5 Sim1™ embryos (Goshu et
al., 2004). In order to further characterize the impact of Sim7 haploinsufficiency on
the neuronal populations of the PVN, we examined the expression of three other

markers of terminal differentiation- Crh, Ot and Avt- in E18.5 Sim1™ embryos by in
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situ hybridization. We found that the expression of Ot and Avp transcripts is
decreased by 62% (t; = 5.796, P = 0.0285) and 65% (t, = 17.845, P = 0.0031),

+/+

respectively, in the PVN of Sim1*" embryos in comparison to Sim1”" littermate
controls (Fig. 1A-D,G). Interestingly, the reduction of Avp expression was particularly
important in the ventral aspect of the PVN (Fig. 1C,D). In contrast, Crh expression
was not changed in the PVN of in Sim1*” embryos when compared to littermate
controls (Fig. 1E-G). Of note, Ot and Avp expression was decreased by 52% (&, =
3.352, P = 0.0786) and 51% (t. = 6.110, P = 0.0258), respectively, in the SON of

these heterozygous embryos but this reduction reached significance only in the case

of the latter (Fig. 1H-L).

We next quantified Ot and Avp expression in the PVN of 4-6 week-old male
mice. In situ hybridization showed that Ot and Avp expression is reduced by 37% (ts
= 8.118, P = 0.0002) and 30% (ts = 7.334, P = 0.0003), respectively, in Sim1*™ mice
compared to littermate controls (data not shown). Immunohistochemistry studies
using antibodies directed against OT and neurophysin-OT showed a reduction of the
number of labelled cells by 84% (&, = 7.840, P = 0.0014) and 57% (t, = 6.770, P =
0.0211), respectively, whereas antibodies directed against AVP and neurophysin-
AVP showed a reduction of the number of labelled cells by 42% (t; = 3.573, P =
0.0233) and 49% (t, = 11.433, P = 0.0076), respectively, in Sim7* mice (Fig. 2). The
decrease of Ot-producing cells was observed in all regions of the PVN whereas the
reduction of Avp expression was more striking in the ventral aspect of the PVN, as
similarly observed at E18.5. OT and AVP production was also decreased in the SON
of Sim1* mice (Fig. 3). However, quantification of OT/AVP production in this nucleus

was difficult because the SON tended to be damaged in these sections. All together,
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these results indicate that Sim7 haploinsufficiency affects the development of specific

cell types within the PVN and SON.

Impact of Sim1 haploinsufficiency on tolerance to dehydration

AVP and OT are components of the adaptive response to dehydration.
Production of these two peptides is induced by increased osmolality. One of the main
functions of AVP is to stimulate water uptake by the kidney tubules whereas OT
appears to stimulate natriuresis, as well as to mediate dehydration-induced decrease
of sodium and food intake (Sjoquist et al., 1995; Rinaman et al., 2005; Vollmer et al.,
2006). In an attempt to examine the impact of the cellular deficiencies associated
with Sim7 haploinsufficiency on fluid homeostasis, we submitted Sim71** and Sim1*-
mice to water deprivation for a period of 18 hours. We did not find any difference
between the two groups of mice with respect to food intake, blood sodium and blood

osmolality (data not shown).

In order to further explore the impact of Sim7 haploinsufficiency on fluid
homeostasis, we used a paradigm of chronic dehydration in which water is replaced
by a 0.34M or a 0.5M NaCl solution (Watts, 2001; Vollmer et al., 2006). Typically,
mice and rats drinking these NaCl solutions over a 5 day period show a decrease of
food intake and an increase of blood osmolality. Although Of mutant mice have been
shown to consume increased amounts of saline solution and food than controls in
short-term paradigms of dehydration, their food intake, fluid consumption and weight
gain are not different from those of controls in the context of this paradigm of chronic

dehydration (Rinaman et al., 2005; Vollmer et al., 2006). We thus decided to use this
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paradigm as a mean to explore the impact of a reduction of AVP-producing cells on

fluid homeostasis.

Over a period of five days during which mice had access to water, the average
daily food intake of Sim1*" mice was significantly increased when compared to that of
littermate controls (&7 = 2.926, P = 0.022, Fig. 4A; t; = 4.619, P = 0.002, Fig. 4B).
Water was then replaced with a 0.34M or 0.5M NaCl solution and, 4 days later, food
intake was measured over a 24-hour period. The food intake of Sim1*" mice drinking
the NaCl solutions was significantly decreased when compared to that of their
littermate controls (for 0.34M NaCl solution: t; = 4.169, P = 0.004; Fig. 4A) and (for
0.5M NaCl solution: t; = 2.589, P = 0.036; Fig. 4B). Therefore, whereas Sim1*" mice
drinking water eat more than littermate controls, the reverse situation is observed at

the end of the dehydration phase for the two conditions tested.

At the end of the fifth day of dehydration, mice drinking the 0.34M or 0.50 M
NaCl solutions were sacrificed. Blood osmolality and sodium levels were measured
and compared to those of a group of Sim7** and Sim1™ mice of the same age that
had access to water (Fig. 4C,D). Analysis of variance showed an interaction between
the genotype and the dehydration conditions for both osmolality (F,43 = 6.54, P =
0.004) and sodium levels (F,43 = 11.15, P < 0.001), with increased values in Sim71*-
mice when compared to littermate controls. In summary, dehydration induced a more
profound anorexia as well as higher blood sodium and osmolality levels in Sim1*”

+/+

mice than in Sim7™" mice. Overall, these experiments suggest that the decrease of
AVP production associated with Sim7 haploinsufficiency affects the sensitivity of mice

to dehydration.
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At least two none mutually exclusive mechanisms could be proposed to
account for the decreased number of Avp- and Ot-expressing cells found in Sim1*"
mice: Sim1 haploinsufficiency could affect either the development of these cell types
or the regulation of Avp and Ot expression in the PVN/SON. In the second scenario,
the number of PVN/SON cells fated to express Avp or Ot would not be decreased but
only a subset of them would be identified because the other cells would express
levels of Avp or Ot that escape detection. In order to explore this possibility, we
examined the production of AVP and OT in the PVN of Sim1** and Sim1*" mice that
have drank a solution of 0.5M NaCl for five days. Chronic dehydration stimulates Avp
and Ot transcription in the PVN (Yue et al., 2008). We reasoned that by increasing
the levels of Avp and Ot expression, dehydration may reveal a subset of cells in
Sim1*" mice that are undetectable in basal conditions. However, despite the fact that
blood osmolality levels are increased in Sim1*" mice compared to littermate controls,
immunohistochemical analysis showed that the PVN of Sim7* mice harbours 78% (t,
= 12.481, P = 0.0064) and 50% (tz = 19.135, P = 0.0027) less OT- and AVP-
producing cells, respectively, when compared with littermate controls, a decrease
comparable to that observed in basal conditions (Fig. 5A-F). In situ hybridization
performed on sections adjacent to those used for these immunohistochemical studies

showed that dehydration increased Avp expression in Sim1™ and Sim1**

mice by
51% (t;, = 4.518, P = 0.0457) and 26%, respectively (Fig. 5G-L). The increased
induction of Avp expression in the PVN of Sim7" mice is consistent with the

+/+

observation that these mice showed higher blood osmolality levels than Sim7™" mice.
All together, these results suggest that Sim7 is not required for Avp expression in

basal conditions, or for the upregulation of its expression upon dehydration.



106

Decrease of PVN cells projecting to the brainstem in Sim1* mice

OT and AVP are produced by magnocellular neurons but also by a subset of
PVN parvocellular neurons that project to the DVC. In the rat, OT-producing cells
appear to be one of the main groups of neurons projecting to the DVC, representing
approximately 10 % of these axons (Saper et al., 1976; Swanson & Kuypers, 1980;
Sawchenko & Swanson, 1982; Rogers & Nelson, 1984; Lawrence & Pittman, 1985;
Hornby & Piekut, 1988; Olson et al., 1992; Rinaman, 1998). In order to determine
whether the population of OT neurons projecting to the DVC is also affected by Sim1
haploinsufficiency, we performed retrograde labelling experiments. Fluorescent latex
beads were stereotaxically injected into the DVC of Sim7*”* and Sim7™ mice, at the
level of the area postrema. Analysis of brainstem sections indicated that the labelling
was maximal in the lateral half of the DVC (Fig. 6A). Attempts to inject the beads
more medially resulted in lethality. As previously reported in rat studies, most labelled
neurons were found in the posterior half of the PVN in both Sim71™* and Sim1*" mice
(Fig. 8B,E,H,K) (Sawchenko & Swanson, 1982). However, OT production was
detected in only a small subset of these labelled cells (Fig. 6B-M). We found a total of
8 and 3 dual labelled cells in Sim1*”* and Sim1™ mice (n = 4 for each genotype),
respectively. The number of dual labelled cells per case varied from 0 to 3. Because
our retrograde labelling protocol identified only a small number of OT-producing cells,
we could not determine whether Sim1 haploinsufficiency affects the development of
these cells. Interestingly, the number of PVN cells containing the latex beads was
decreased by 72% (t; = 10.627, P = 0.0018) in Sim1*" mice, when compared to
littermate controls (Fig. 6 and 7). These observations thus indicate that Sim1
haploinsufficiency affects not only the development of AVP and OT magnocellular

neurons but also that of a subset of neurons projecting to the brainstem.
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DISCUSSION

Whereas loss of Sim1 abolishes PVN/SON development, Sim1
haploinsufficiency is associated with a decrease of Avp- and Ot-expressing neurons
in these nuclei. It is possible that this decrease of Avp and Ot expression results from
the abnormal development of PVN/SON cells rather than from the specific disruption
of Avp and Ot transcription. First, our retrograde labelling studies indicating a
decrease of a subset of parvocellular neurons projecting to the DVC strongly suggest
that Sim1 haploinsufficiency has the potential of affecting the development of some
PVN cell types. Second, the fact that the number of Avp- and Ot-expressing cells is
stable during the pre- and post-natal life of Sim7™ mice, even in the presence of
hyperosmolality, which stimulates the expression of these genes, is consistent with
the possibility that this reduction is developmental. Third, we have shown that Avp
expression is increased in Sim71*" mice in response to hyperosmolarity, indicating
that the pathways required for its upregulation are not affected by Sim1
haploinsufficiency. These findings are consistent with our previous histological finding
that the total number of PVN cells is decreased by about 24% in Sim1*™" mice
compared to wild-type littermates (Michaud et al., 2001). In contrast, Kublaoui et al.
(2006) have observed that the number of PVN cells expressing a Sim71 reporter
transgene, which presumably labels virtually all PVN neurons, was comparable in
Sim1** and Sim1*" mice (Kublaoui et al., 2006a; Kublaoui et al., 2006b). One
possible explanation for this discrepancy is that our histological study revealed a
decrease of both glial and neuronal cell types in Sim1*" mice. Only a small subset of
PVN neurons would be affected by Sim7 haploinsufficiency, possibly escaping

detection by the transgenic assay.
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Gene dosage and hypothalamus development

SIM1 and its heterodimerizing partner ARNT2 are required for the
development of virtually all neurons of the PVN and SON (Michaud et al., 1998;
Michaud et al., 2000; Hosoya et al., 2001; Keith et al., 2001; Caqueret et al., 2006).
The SIM1:ARNT2 complex functions in parallel with the homeobox-containing
transcription factor OTP for the development of these cells (Acampora et al., 1999;
Wang & Lufkin, 2000). SIM1:ARNT2 and OTP acts upstream of two other
transcription factors, BRN2 and SIM2, a homolog of SIM1, which in turn direct the
development of a subset of PVN/SON cells. BRN2 is required for the development of
all AVP- , OT- and CRH-producing cells of the PVN/SON (Schonemann et al., 1995;
Nakai et al., 1995). In contrast, loss of Sim2 decreases the number of TRH- and SS-
producing cells by 43 and 83 %, respectively (Goshu et al., 2004). The fact that Brn2
and Sim2 specify distinct cell types is consistent with the observation that they are

expressed in different domains of the developing hypothalamus (Goshu et al., 2004).

Sim1 appears to control AVP and OT cell development by modulating Brn2
expression (Michaud et al., 1998). If Sim1 haploinsufficency interferes with the
development of AVP and OT cells in the PVN/SON, it follows that a decrease of Brn2
should also affect this process. Indeed, RNase protection assay have shown that the
expression of Avp and Ot is decreased by 50% in the hypothalamus of Brn2
heterozygous animals (Nakai et al., 1995). Brn2 has been shown to directly control
Crh expression in cultured cells, raising the possibility that it also functions as a
regulator of Avp and Ot expression (Schonemann et al., 1995). Adenoviral-mediated
expression of Brn2 in the PVN of rats, however, does not result in an increase of Avp

or Crh expression (Wong & Murphy, 2003). Although we cannot rule out the
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possibility that Brn2 regulates Avp, Ot or Crh expression in vivo, possibly acting in a
non-limiting fashion, it appears likely that the decrease of Avp and Ot expression
observed in Brn2" mice is caused by disruption of the development of a subset of
PVN/SON cells. Interestingly, in situ hybridization studies have also revealed a
reduction of Avp expression in mice with Arnt2 haploinsufficiency (Hosoya et al.,
2001). Sim1 haploinsufficiency does not affect the development of PVN TRH- and
CRH-producing cell types. The impact of Brn2 and Arnt2 haploinsufficency on the
expression of other PVN/SON markers has not yet been reported. However, based
on our knowledge of the functional relationship between Sim7 and these genes, we
would predict that Brn2 and Arnt2 haploinsufficiency do not affect the development of
TRH and CRH cells. Expression of Avp and Ot in PVN/SON magnocellular neurons
is mutually exclusive (Mohr et al., 1988). Avp and Ot transcriptional units are adjacent
to each other and sequences belonging to each of these units can repress the other
gene, possibly explaining this expression pattern (Waller et al., 1998). The binary
organization of this magnocellular population is consistent with the existence of a
common progenitor. All together, these observations suggest that the development of

this progenitor is sensitive to Sim1, Arnt2 and Brn2 gene dosage.

Sim1 haploinsufficiency and the control of fluid balance

Increased production of AVP and OT is part of an adaptive response to
hyperosmolality. AVP induces water uptake by the kidney tubules whereas OT
stimulates natriuresis and mediates dehydration-induced decrease of sodium and
food intake (Gimpl & Fahrenholz, 2001; Miedlar et al., 2007; Ball, 2007). Defects of
AVP biosynthesis have been studied in mouse models. In particular, a mutation that

Cc67X
)

truncates the AVP precursor (Avp has been generated by gene targeting
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(Russell et al., 2003). Mice homozygous for this allele die shortly after birth whereas
heterozygotes survive but show decreased water uptake by the kidney. The
phenotype becomes detectable around 2 months of age and worsens with age.
Studies of the PVN and SON of these heterozygous animals revealed a progressive
loss of AVP-producing neurons relative to OT-producing neurons, presumably
because of the toxic effects of the mutant protein. The number of AVP-producing
cells is reduced by about half when these mice begin to display impaired water
uptake by the kidney. Sim1™ mice show a reduction of AVP-producing cells that is

comparable to that observed in young Avp”¢®"¥

mice. Collectively, these
observations indicate that decreasing the pool of AVP-producing cells in the

PVN/SON by half is sufficient to affect fluid balance.

Central diabetes insipidus (CDI) is a heterogeneous condition characterized by
polyuria and polydypsia which is caused by a lack of secretion of AVP. Known
genetic causes of CDI includes defects affecting AVP biosynthesis (Christensen &
Rittig, 2006), the Wolfram syndrome (Minton et al., 2003) and holoprosencephaly
(Hahn et al., 2005). In the latter case, the ventral midline of the brain does not
develop properly, presumably affecting the development of the prospective PVN/SON
region which flanks the third ventricle. Familial forms of CDI typically show an
autosomal dominant mode of transmission and are mainly caused by mutations
affecting AVP biogenesis (Christensen & Rittig, 2006). CDI is unexplained in about
50% of cases (Maghnie et al., 2000). Collectively, our observations suggest that
subtle developmental defects of the PVN/SON could underlie unexplained cases of
CDI. SIM1, BRN2 or ARNT2 haploinsufficency thus represents candidate causes of

both sporadic and familial CDI. In the case of SIM7, CDI would be expected to be
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associated with obesity. Interestingly, a microdeletion encompassing both SIM7 and
BRN2 was described in a patient with obesity and diabetes insipidus (Klein et al.,
2007). Although this report does not indicate whether this case of diabetes insipidus
is of central origin or whether it involves a decreased response to AVP, it is tempting
to speculate that SIM7 and/or BRNZ2 haploinsufficiency causes this defect. It would
thus be interesting to examine the response of patients with intragenic mutations in

SIM1 to fluid restriction.

Sim1 haploinsufficiency and the control of food intake

Retrograde labelling showed a decrease of PVN neurons projecting to the
DVC in Sim1*" mice, indicating that Sim7 haploinsufficiency not only affects the
development of magnocellular but also that of parvocellular neurons. The identity of
these PVN parvocellular cells remains unknown. In the rat, about 10% of PVN
neurons projecting to the DVC produce OT. We could not study the impact of Sim1
haploinsufficiency on the development of these cells since we have identified only a
small number of them. Previous studies performed in the rat suggest that OT-
producing project abundantly to cells located in the medial half of the DVC but less so
to cells located more laterally (Rinaman, 1998; Blevins et al., 2003). It is thus
possible that we did not identify more dual labelled cells because our retrograde
labelling protocol mainly targeted the lateral DVC. Injection into the medial DVC

resulted in the death of animals.

Recently, Kublaoui et al. (2008) have also observed a decrease of OT-

producing cells in the PVN of Sim1*" mice (Kublaoui et al., 2008). Since OT
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administration has been shown to be anorexigenic, they hypothesized that Sim1
haploinsufficiency may be mediated by a decrease of OT production. Interestingly,
intracerebroventricular administration of OT to this mice restored food intake to
control levels, suggesting that the decrease of Ot expression is responsible for their
hyperphagia. In contrast, Ot mutant mice do not show abnormal food intake (Mantella
et al., 2003; Rinaman et al., 2005). It is possible that the decrease of Ot expression
observed in Sim1*" mice may have a more important impact on food intake in the

context of the loss of PVN neurons projecting to the DVC.

Assuming that OT cells neurons fail to differentiate in these mice, this
observation would suggest that their hyperphagia has a developmental origin. Since
OT appears to influence food intake through the PVN projections to the DVC, this
observation would also be consistent with the possibility that Sim7 haploinsufficiency
affects the development of the parvocellular population of OT neurons. Alternatively,
it is possible that Sim71 haploinsufficiency controls both the development of OT-
producing cells and the expression of Ot, which would be consistent with studies
showing that adenoviral modulation of Sim71 expression levels in the postnatal PVN
affects food intake (Yang et al., 2006). Disrupting Sim1 only after birth by using a
conditional allele will permit to elucidate the mechanism by which its decrease affects

food intake.

Conclusions
Haploinsufficiency of genes coding for other transcription factors have also
been shown to affect the development of the hypothalamus. For instance, Sim2

haploinsufficiency decreases the number of TRH and SS cells in the PVN and other
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areas of the anterior hypothalamus whereas Mash1 haploinsufficiency decreases the
number of SF1 cells in the ventromedial nucleus (Goshu et al., 2004; McNay et al.,
2006). We suggest that single hits in genes coding for transcriptional regulators of
hypothalamic development may represent a common mechanism by which
homeostatic processes are disrupted in humans. Moreover, since each hypothalamic
nucleus plays multiple physiological roles, loss of a single or several cell types could

affect multiple homeostatic processes.
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LEGENDS

Figure 1. Decrease of Ot and Avp expression in the PVN and SON of E18.5
Sim1*" embryos. (A-F) Adjacent coronal sections through the PVN of E18.5 Sim1*™*
(A,C,E) and Sim1*” (B,D,F) embryos hybridized with Ot (A,B), Avp (C,D) or Crh (E,F)
probes. Visual inspection of these sections shows a decrease of Ot and Avp, but not
of Crh expression, in Sim1*” embryos when compared to littermate controls. The
arrow in (D) shows the ventral aspect of the PVN. (G) Quantification of Ot, Avp and
Crh hybridization signals in Sim7** and Sim1*" embryos. For each probe, the sum of
intensity values observed in each embryo was calculated. The values obtained for

+/+

Sim1*" embryos are expressed relatively to those obtained for Sim71™* embryos,
which are set at 100% (n = 3 embryos for each genotype). (H-K) Adjacent coronal
sections through the SON of E18.5 Sim1™* (H,J) and Sim1*" (1,K) embryos hybridized
with Ot (H,l) or Avp (J,K) probes. Visual inspection of these sections shows a
decrease of Ot and Avp expression in Sim1™” embryos when compared to littermate
controls. (L) Quantification of Ot and Avp hybridization signals in Sim1** and Sim1*-
embryos (n = 3 embryos for each genotype). The asterisk indicates values

significantly different between Sim7** and Sim1*" embryos (P < 0,05). Scale bars

represent a segment of 100 [1M.

Figure 2. Decrease of OT and AVP production of in the PVN of Sim1*" mice.
Production of OT (A,B), N-OT (D,E), AVP (G,H) and N-AVP (J,K) was detected in
coronal sections through the PVN of Sim1™* (A,D,G,J) and Sim1*" (B,E,H,K) mice
using immunohistochemistry. Arrows in (H) and (K) shows the ventral aspect of the

PVN. The number of cells producing each of these markers was counted on every
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four sections (C,F,l,L) (n= 5 mice for each genotype for OT and AVP; n=3 mice for
each genotype for N-OT and N-AVP). The asterisk indicates values significantly

+/+

different between Sim1™* and Sim1*" mice (P < 0,05). The scale bar represents a

segment of 100 [1M.

Figure 3. Decrease of OT and AVP production of in the SON of Sim7* mice.
Production of OT (A,B) and AVP (C,D) was detected in coronal sections through the
SON of Sim1™* (A,C) and Sim71*" (B,D) mice using immunohistochemistry. The scale

bar represents a segment of 100 [1M.

Figure 4. Impact of chronic dehydration on food intake, blood osmolality and
blood sodium levels in Sim1** and Sim1*" mice. (A,B) The average food intake of
Sim1** and Sim1*" mice measured over a period of five days, during which they had
access to water, was compared to the food intake measured in the same mice over a
24-hour period, 4 days after the introduction of a 0.34M (A) or of a 0.5M (B) NaCl
solution. Asterisk indicates a significant difference between Sim7™ mice and
littermate controls (n=8 for each genotype) (P < 0,05). (C, D) Mean blood osmolality
(C) or sodium (D) levels measured in Sim1** and Sim1*" mice after a period of 5
days during which they had access either to water, to a 0.34M NaCl or to a 0.5M

NaCl solution, as indicated. Each group is composed of 7 or 8 mice.

Figure 5. Expression of Ot and Avp in dehydrated Sim7** and Sim1*" mice. (A-F)
Immunohistochemical detection of OT (A,B) and AVP (D,E) production in coronal
sections through the PVN of Sim1** (A,D) and Sim1*" (B,E) mice that drank the 0.5

M NaCl solution for five days. The number of cells producing each of these markers
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was counted on every four sections (C,F) (n= 3 for each genotype). (G-K) Coronal
sections through the PVN of Sim71™* (G,H) and Sim1*" (J,K) mice that drank either
water (G,J) or the 0.5M NaCl solution (H,K) were hybridized with the Avp probe.
These sections are from the same animals as those used for the
immunohistochemical studies shown in (A-F). Visual inspection shows an increase of
Avp expression in mice that drank the NaCL solution when compared to those that
drank water. (I,L) Quantification of Avp hybridization signals in the PVN of Sim1**
and Sim1™ mice that drank either water or the 0.5M NaCl solution. The sum of
intensity values observed in each PVN was calculated. For each genotype, the
values obtained with NaCl solution supplementation are expressed relatively to those
obtained with water supplementation, which are set at 100%. This increase was
statistically significant only for Sim7*" mice (n = 3 mice for each genotype). The
asterisk indicates values significantly difference between Sim71™* and Sim7*" mice or
between mice of the same genotype that were euhydrated or dehydrated (P < 0,05).
The scales bars represent a segment of 100 [IM.

Figure 6. Retrograde labelling of PVN neurons projecting to the DVC in Sim1**
mice and Sim7*" mice. (A) Fluorescent latex beads were stereotaxically injected into
the DVC of mice, which comprised the NST and the DMV, at the level of the area
postrema (AP). Labelling was maximal in the lateral half of the DVC. (B-M) Coronal
sections through the anterior or posterior PVN of Sim1** (B-D, H-J) and Sim1*" (E-G,
K-M) mice that were injected with the latex beads. (B,E,H,K) PVN cells labelled with
the fluorescent beads. (C,F,I,.L) Immunohistochemistry showing PVN cells that

produce OT. (D,G,J,M) Merging of sections showing the presence of latex beads and
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the production of OT. Arrows in (K,L,M) show a cell that is double-labelled (also
shown in the inset). The scale bar represents a segment of 100 [IM.

+/+

Figure 7. Quantification of PVN neurons projecting to the DVC in Sim7™" mice
and Sim7* mice. (A) Quantification of the number of PVN cells projecting to the
DVC that were labelled by retrograde labelling. (B) Quantification of the number of
PVN cells producing OT. These two cell counts were performed using the same PVN

sections (n = 4 mice for each genotype). The asterisk indicates values significantly

different between Sim1™* and Sim1*~ mice (P < 0,05).
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ABSTRACT

Sim1 codes for a bHLH-PAS transcription factor that is specifically expressed
in the paraventricular nucleus of the hypothalamus. Sim7 haploinsufficiency causes
obesity both in mice and in humans. Here, we found that pair-fed Sim7*" mice do not
gain more weight than littermate controls from 4 to 16 weeks of age, suggesting that
hyperphagia is the main, if not the sole contributor to the obesity of Sim7™ mice.
Analysis also showed significant increase of lean and fat mass, with hyperplasia of
white adipose tissue and hypertrophy of brown adipose tissue, in Sim1*" mice but
not in pair-fed animals. We also found increased meal size without any change in
meal frequency in Sim1*" mice. Satiety factors have been shown to play a role in
meal termination. In order to test the possibility that Sim1*" mice are resistant to the
effect of satiety factors, we compared the impact of CCK-8 administration on food
intake from 8 to 12 weeks of age in mutant and control littermates. The response to
CCK-8 was similar in both groups of mice. We postulate that Sim7™ mice are

resistant to the effects of other satiety factors than CCK-8.
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INTRODUCTION

The brain controls energy homeostasis by regulating food intake and energy
expenditure. Sensory input is received from the periphery in the form of circulating
hormones (leptin, insulin, CCK, ghrelin), fuels (glucose, fatty acids), and vagal
afferences from the gut. This information is integrated with cues from the outside
world as well as with the emotional state of the organism. The brain then initiates
appropriate alterations in food intake and energy expenditure with the ultimate goal of
maintaining energy balance. Obesity develops when this system is imbalance.
Indeed, an increase in energy intake and/or a decrease in energy expenditure have

been documented in obese animals and humans.

The brain regions involved in the maintenance of energy homeostasis form a
circuit that includes hypothalamic neurons, that detect peripheral signals, and the
caudal brainstem (CBS) neurons, that respond to meal-related signals. Although the
identity and function of the cells involved in this circuit are not well established, an
increasing body of evidence suggests that neurons of the hypothalamic arcuate
nucleus (ARC) and paraventricular nucleus (PVN) play a crucial role in this relay
(reviewed in Broberger & Hokfelt 2001; McMinn et al., 2000a). Neurons of the ARC
can be activated by peripheral signals, such as leptin and insulin. These neurons
project axons to the PVN where they can produce several signals including MSH, an
agonist of the melanocortin pathway. Some observations suggest that the PVN is
required for energy balance. First, the PVN projects axons to the preganglionic
neurons of the autonomic nervous system located in the brainstem, which have been
shown to control the feeling of hunger by modulating gastric movements and
secretion. Second, selective lesions in the PVN lead to marked hyperphagia and
obesity in animals. Third, microinjection of several orexigenic compounds into the
PVN stimulates feeding, whereas injection of anorexigenic compounds suppresses
feeding. Fourth, electrophysiological studies have shown that PVN neurons can be
activated by melanocortin agonists, which decrease food intake. Finally, injection of
NPY and CART into the PVN has been shown to decrease BAT thermogenesis,
suggesting that it can also influence energy expenditure (Kotz etal., 2000; Wang et
al., 2000).
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SIM1, a bHLH-PAS transcription factor, is specifically expressed in the PVN
during development and after birth. Analyses of mutant mouse embryos have shown
that Sim71 functions during development by controlling the final stages of the
differentiation of several neuronal cell types (Michaud et al., 1998). Indeed, in these
mutants, virtually all cells of the PVN are missing and mice die shortly after birth,
presumably because of these defects. In contrast, mice with only one copy of a Sim1
mutant allele survive but show increased weight gain after 4-weeks of age with
increased linear growth, hyperinsulinemia and hyperleptinemia (Michaud et al.,
2001). Similarly, SIM1 haploinsufficiency also causes obesity in humans (Holder et
al., 2000) Previous studies suggest that Sim7 haploinsufficiency induces obesity in
the Sim1*" mice by increasing food intake, without decreasing energy expenditure.
However, these studies involved the use of short-term paradigms to assess energy
expenditure which can miss small changes that can have an impact on the long-term.
Here, we studied Sim71"" mice using the pair-feeding paradigm which allows
dissecting the contribution of energy intake and expenditure on weight gain over a
long peiord of time. We found that hyperphagia is a major contributor to the obesity of
Sim1*" mice. Moreover, we found that a decrease of Sim7 influences meal size
without influencing meal frequencing. All together, our results indicate that Sim7

haploinsufficiency specifically affects feeding behaviour.
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MATERIALS AND METHODS
Mice

Genotyping of the Sim1™ allele has been previously described (Michaud et al.,
1998). The allele was maintained on either a mixed C57/129Sv or a CD1
background. Mice were fed with a Harlan Teklab Global 19% protein extruded rodent
diet (9% fat) (Harlan Teklab, Madison, WI) and kept in a controlled environment at
22°C with a 12-h light, 12-h dark cycle. For all studies, each heterozygous animal
was paired with a littermate control. Also, mice were housed individually for at least 5
days before and during the whole period of the experiment. All manipulations
involving mice were reviewed and approved by the Institutional Animal Care
Committee of Ste-Justine Hospital in accordance with the guidelines of the Canadian

Council on Animal Care.

Pair-feeding

For pair-feeding studies, trios of 4 week-old littermate mice were generated: 1)
Sim1** mouse fed ad libitum; 2) Sim71™” mouse fed with the amount of food
consumed by the paired Sim7** mouse over the previous 24 hours; 3) Sim7*- mouse
fed ad libitum. Weight and food intake was measured daily for three months. At the
age of 16 weeks, mice were anaesthetized with sodium pentobarbital (40 mg/kg)
after a 16h fast. Total fat content was determined by DEXA scan and blood was
obtained by cardiac puncture. Mice were then sacrificed by cervical dislocation.
Inguinal, retroperitoneal, and perigonadal white adipose tissue, as well as liver and
scapular brown adipose tissue, were rapidly removed, weighed and either emerged

immediately in 10% buffered formaldehyde or frozen in liquid nitrogen.

Meal pattern analysis

The meal pattern of both Sim71** and Sim1*™ mice was determined using the
Comprehensive Lab Animal Monitoring System (CLAMS) OXYMAX (Columbus
Instruments, Columbus, OH). The CLAMS is designed to measure the quantity of
food that is consumed over periods of 20 minutes. Each animal were housed in
calorimeter chambers equipped with the feed-scale system. The mice were allowed
to familiarize to the chambers as well as to the change from pellets to powdered
chow, for 3 days before measurements were taken. Each feeding event recorded

(start date and time, feeding duration and the amount eaten) is exported to a central
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computer and a Microsoft Excel-based program is used for data collection. Meal
pattern analysis was defined using the following criteria. The size of an individual
meal was defined as the consumption of at least 0.05g of the powdered chow over a
period of 20 minutes that was separated from the end of the previous meal by a
period of at least 20 minutes during which food intake was lest than 0.05 g. Average
meal size was calculated by dividing the number of feeding bouts (individual meals)

by the total amount of food consumed (in grams) over a test period (24 hours).

Biochemical and histological analyses
Blood glucose levels were determined with a Precision QID device whereas
blood insulin levels were measured with an immunoassay, according to the

manufacturer’s instructions (ALPCO).

For histology, brown adipose tissues was embedded in paraffin, after fixation,
and sectioned at 8 [Im. After staining with haematoxylin and eosin, the total surface

occupied by the lipid droplets was measured using the Image Pro Plus software.

Microinjection and feeding assays

Melanocortin agonist MTII (3 pg/mouse; phoenix Pharmaceuticals, Belmont,
CA) and mouse leptin (5 pg /mouse; R&D Systems Inc., Minneapolis, MN) were
dissolved in 0.9% sterile saline. A within-subjects crossover design was used
whereby each animal served as its own control. Intracerebroventricular injections of
either saline (0.9%) or MTII or leptin were performed on 16 hours fasted mice to
stimulate feeding during the daytime experimental period. Substances were
administered to anaesthetize (isofluorane) mice through a 30-gauge stainless steel
injector connected by polyethylene tubing to a Hamilton syringe (Fisher Scientific).
Saline (0.9%) or MTII or leptin was slowly injected in a volume of 2-ul over 1 minute.
An additional minute was allowed for diffusion and prevention of backflow through the
needle track before the injector was withdrawn. Mice were immediately replaced in
their home cage to recover from anaesthesia. Twenty minutes post-injection, mice
were given free access to a pre-weighted food pellet. Food intake was assessed
every hour for 5 hours after injection as well as 24 hours post-injection. For the

injection with leptin, food intake was also measured 48 hours post-injection.



137

Injections were separated by at least 3 days to allow re-establishment of body weight

and feeding pattern as well as complete washout of the peptide injected.

Intraperitoneal injection

Male Sim1™* and Sim1*" mice of 4 and 7 weeks of age were used to test food
intake in response to intraperitoneal injection of either Melanocortin agonist MTII
(Bachem) or cholescystokinin-8 (CCK-8) (Sigma, St-Louis, MO), respectively. A
within-subjects crossover design was used whereby each animal served as its own
control. Mice from the same littermates were house individually, handled daily care
and allowed to acclimate to this condition for the week before and during each
experimental protocol. Before experiments, the mice were manipulated by
intraperitoneal injection of saline (0.9%) once a day for 7 days to allow the mice to
acclimate to the experimental procedure and reduce the non-specific stress effect on

feeding.

For CCK-8 injections, after fasting for 16 hours with water available, the mice
received either intraperitoneal injected saline (0.9%) or CCK-8 (3.5 ug /kg) dissolved
in saline. Pre-weighted chow was given 10 minutes after the injection and food intake
was measured each 30 minutes for a 2 hours period as well as 24 hours post-
injection. Mice were weighted before and after 16 hours fasting and again at the end
of the 2 hours feeding period. Testing was done every 2-3 days to allow mice to
recover initial body weight between each 16 hours fast and complete washout of the
injected peptide. Peptides were thawed immediately before the injections and kept on

ice for the duration of the injections.

For MTII injections, food was removed 3 hours prior to the onset of the dark
cycle (15h00). At the onset of the dark cycle (18h00), mice were injected
intraperitoneally with either saline (0.9%) or MTII (5mg/kg; 100 pg/mouse) dissolved
in saline. Food intake was measured every hour for up to 4 hours and 24 hours post-
injection. The experiments were done on 2 separated days separated by 2-3 days to

allowed complete washout of the injected peptide.
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Statistics

Results were expressed as means + SEM. The Student’s t-test was used
where comparisons were restricted to two groups. Multistatistical analysis were
obtained by One way ANOVA, followed by post hoc Student-Newman-Keuls multiple
comparison test. P values reported differences between group means and were

considered significant when less than 0.05.
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RESULTS

Penetrance of the Sim17 allele on three backgrounds.

The obese phenotype associated with the Sim7 mutation was initially studied
on a mixed 129Sv-C57BI/6 background (Michaud et al., 2001). In order to determine
whether the genetic environment influences the expression of the phenotype, we
performed 7 backcrosses to transfer the mutation on 129S/v, C57Bl/6 and CD1
backgrounds. As shown in figure 1, increased weight gain was first observed
between 4 and 8 weeks of age for all backgrounds in male mice as well as in
126SVSim1" females, as it was also found for the mixed 129Sv-C57BI/6 background
on which the mutation was initially studied. Increased weight gain become different
statistically between Sim1™* and Sim1*" female mice of CD1Sim1"* and C57Sim1%
background between 8 and 12 weeks of age. Thus, the phenotype is penetrant on all
three backgrounds. Of note, the Sim1 allele could not be maintained on the C57BI/6
since these animals became infertile after the seventh backcross. For the following

studies, we chose to use the CD1 strain because of its higher fertility.

Paired-feeding of Sim7* mice

We took advantage of the pair-feeding paradigm in order to determine whether
increased food intake is the sole basis of the obesity of Sim7*" mice. For each
gender, we generated trios of littermates, composed of two Sim7™ and one Sim1**
mice. The food intake of one Sim7™ and of the Sim1** mouse was measured daily
from four weeks to 16 weeks of age. During that period, the other Sim7*-mouse was
fed the same amount of food as that consumed by the Sim1** mouse over the

previous 24 hours.

Both male and female Sim1* mice fed ad libitum consistently consumed more

+/+

food per day than Sim7** controls (Fig 2). Food consumption of Sim1* males started
to be significantly greater than that of their littermate controls at 5" weeks of age
while food consumption of Sim71™ females was significantly greater from the 7"
weeks and on. Sim7™ mice that were paired-fed consistently ate all the food that was
presented to them. Body weight of Sim?1™* and Sim1*" mice fed ad libitum becomes
significantly different at 6 weeks old, for males, and 8 weeks old, for females (Fig. 2).

The body weight of paired-fed Sim1*" mice was not significantly different from that of
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Sim1** mice during the whole period of food restriction, suggesting that increased
food intake is the main factor underlying the obesity associated with Sim7

haploinsufficiency.

Dexascan measurements, performed at 16 weeks of age, showed that the fat

mass of Sim71* males and females fed ad libitum was increased by two and three

+/+

fold, respectively, when compared to that of Sim71™" controls (Fig. 3A-D). In contrast,

the fat mass of Sim1*" paired-fed males and females was not significantly different

+/+

from that of Sim71™" littermates. Similarly, the lean mass of Sim1*" males and females
fed ad libitum increased by more than 15% and 20 %, respectively, when compared
to that of controls, whereas that of Sim71*" paired-fed was also not significantly

different than that of Sim7*"* littermates.

Mice were sacrificed after Dexascan measurements. Weight of white adipose
tissue (WAT) of males and females was measured (Fig. 3E,F). The WAT of Sim71*"

+/+

males was increased by 2.3- and 1.6-fold when compared to that of Sim7™" controls

and Sim1™ pair-fed mice, respectively. The WAT of Sim1* pair-fed males was

+/+

increased by 1.5-fold when compared to that of Sim7™" controls but this difference

was not significant. A similar pattern was observed in females. WAT of Sim1*"

+/+

females was increased by 7- and 3.5-fold when compared to that of Sim7™" controls
and Sim1™" pair-fed mice, respectively. Sim1*" pair-fed females also showed a 2-fold
increased of their WAT pads when compared to controls but this difference was not
significant. Histological analysis of WAT did not detect any difference between the
diameters of adipocytes found in the three groups of mice, suggesting that increased

WAT is caused by hyperplasia, not hypertrophy, of adipocytes (not shown).

BAT was weighed only in males. It was increased in Sim7*" males fed ad

+/+

libitum by 2.4 fold when compared to Sim1*" pair-fed and Sim1** males whereas no

+/+

significant difference was observed between the BAT of Sim7™* controls and Sim71*"
pair-fed mice (Fig. 3G-K). Histologically, BAT adipocytes of Sim71"" males were
hypertrophied when compared to those of Sim71** males (Fig. 3G,l). BAT adipocytes
of Sim1*" pair-fed males also appeared somewhat hypertrophied on inspection of

histological sections. However, quantification of the total area occupied by the lipid
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droplet of BAT did not show significant difference between Sim1*" pair-fed and
Sim1** males (Fig 3K).

Plasma insulin levels of Sim1** and Sim1*" pair-fed males were significantly
lower than those of Sim7*™ males fed ad libitum whereas blood glucose levels of the

three groups of mice showed no significant difference (Table 1).

Meal pattern of Sim1*" mice

In order to characterize the meal pattern associated with Sim7
haploinsufficiency, we housed Sim1*" and Sim1”* males individually in metabolic
cages equipped to continuously measure intake of powdered chow. Sim1*" mice
exhibited a 41% increase of food intake over 24 hours relative to Sim1*™* mice (4.57 +
0.32g vs 3.24 + 0.38g; P< 0.05; n=6 ). Both nocturnal and diurnal food consumption
was found to be increased in Sim7”" mice. Meal number was not significantly
different between the two genotypes but diurnal and nocturnal meal size was
increased in Sim1*" mice when compared to littermate controls (Fig 4). The
hyperphagia of Sim7*”" mice is therefore characterized by the consumption of a

normal number of excessively large meals.

Effect of leptin administration on the food intake of Sim1*" mice

We next sought to determine whether the hyperphagia of Sim1*" mice is
caused by a decreased sensitivity of the hypothalamus to peripheral signals. We
previously found that blood leptin levels are increased in these mice, suggesting
some resistance to its action (). At least two mechanisms have been proposed to
explain leptin resistance in obesity, namely a reduction of its transport across the
blood brain barrier and a decrease of its signalling in the brain. In an attempt to verify
whether the hyperleptinemia of Sim7™ mice is caused by a central resistance to the
action of leptin, we examined the impact of the intracerebroventricular (ICV)
administration of leptin on food intake in Sim7** and Sim1*" mice. ICV injection of 5
pg of leptin decreased food intake over the first 5 hours by 32.8 + 4.1% and 45.3
3.4% in Sim1*”* and Sim1*" mice, respectively, in comparison to the effect of saline
injection (Fig 5A). This effect was sustained for 24 hours but was no longer significant

+/+

by 48 hours. One day after injection, body weights of leptin-treated Sim7™" and

Sim1*" mice decreased by 1,38 + 0,07g and 1,53 + 0,27g, respectively, which
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corresponds to a lost of 6,1 £ 0,34% and 5,5 + 1,08% when compared to their initial
weight (Fig 5B). Body weight lost was in the range (3-5%) of that reported by others
for the same paradigm (Lin et al., 2000). Collectively, these results suggest that

Sim1*" mice are sensitive to the central effect of leptin.

Effect of MTII administration on the food intake of Sim1*" mice

Some observations suggest that the melanocortin pathway functions
downstream of leptin in the hypothalamus while others suggest that these pathways
can also function in parallel. Even though Sim1*" mice are sensitive to the central
effect of leptin, it is thus possible that melanocortin signalling is disrupted in these
mice. In order to determine whether Sim71™ mice are sensitive to melanocortin
signalling, we examined the impact of the administration of MTII, an agonist of the
melanocortin receptor 4, on the food intake of Sim7** and Sim1*" mice. For these
experiments, we studied CD1 as well as C57/129SV mice. Food intake was
measured at different time points after the intraperitoneal administration of MTII at the
onset of the dark period. We observed a dramatic reduction of the food intake of both
Sim1** and Sim1*" mice at 1, 2, 3 and 4 hours after MTIl administration (Fig 6). The
magnitude of the suppression decreased progressively with time and the effect of
MTIl waned by 24 hours. Sim1*" mice of both backgrounds consistently ate more
than their littermate controls over the first 4 hours after MTII administration. For
instance, 3 hours post-injection, the food intake of C57/129SV Sim1™* and Sim1*"
mice was decreased by 77 % and 52 %, respectively, when compared to that
observed after saline injection. At all time points, the difference of food intake after
MTIl administration between mice of both genotypes, however, was not statically

different.

Effect of cholecystokinase administration on the food intake of Sim1*" mice
The increase in meal size without any change in meal frequency observed in
Sim1*" mice suggests decreased sensitivity to the effect of satiety factors. In order to
explore this possibility, we chose to study the effect of the administration of
cholescystokinin-8s (CCK-8), a potent satiety factor, on the food intake of Sim1**
and Sim1*" mice. Intraperitoneal CCK-8 administration after a 16-h fast reduced food
intake over the first 30 minutes of re-feeding in 8 week-old Sim1** and Sim1*" mice

(Fig 7). The effect of CCK-8 appeared to be more important in Sim71*" mice when
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compared to littermate controls but this difference did not reach significance. In order
to determine whether this difference is reproducible, we repeated the experiments at
9, 10, 11 and 12 weeks of age using the same mice. At all these time points, CCK-8
administration also reduced re-feeding over the first 30 minutes following the injection
but we observed no consistent or significant difference between mice of the two
genotypes. The suppressive effect of CCK-8 is restricted to the initial 30 minutes
period (Fig. 7) because no suppression of food intake was observed during the
following time points, i.e. 60, 90 and 120 minutes as well as 24 hours post-injection

(data not shown).



144

DISCUSSION

Sim1 haploinsufficiency causes obesity both in mice and humans. A decrease
of Sim1 appears to disrupt energy balance by perturbing the function of the PVN.
Since the PVN has been associated with the control of food intake as well as with the
regulation of energy expenditure, an important question is whether Sim1
haploinsufficiency affects these two processes. We have previously established that
Sim1*” mice are hyperphagic (Michaud et al., 2001). We have also found that these
mice display normal levels of physical activity, can maintain their body temperature in
a cold environment and show levels of oxygen consumption that are comparable to
those of littermate controls (Michaud et al., 2001). Collectively, these observations
suggest that Sim7 haploinsufficiency does not decrease energy expenditure.
However, the paradigms used in these experiments evaluate energy expenditure on
short periods of times. Small changes in energy expenditure, which could have an
impact on energy balance on the long-term, could be missed by short-term
evaluations. Here, we used a complementary approach, the pair-feeding paradigm,
to assess energy expenditure on a long period of time in Sim1*” mice. Our results
suggest that hyperphagia is the main, if not the sole mechanism of obesity in Sim1*”
mice. Detailed analysis showed mild increase of the WAT and BAT in the Sim1*"
mice that were pair-fed. However, these changes were not statistically significant.
Although we cannot completely exclude the possibility that Sim7 haploinsufficiency
influences peripheral metabolism, this effect would be subtle and would not affect

weight gain.

Sim1 and the melanocortin pathway

Sim1 heterozygous mice show a phenotype that is similar to that of the agouti
yellow Ay and Mc4r knockout mice. These mice also exhibit hyperphagia, obesity,
increased linear growth, and susceptibility to diet-induced obesity (Huszar et al.,
1997; Lu et al., 1994; Michaud et al., 2001). However, in contrast to Sim71*" mice,
they also show decreased energy expenditure (Huszar et al., 1997; Lu et al., 1994;
Michaud et al., 2001). Mc4r, which codes for a melanocortin receptor, is expressed in
several areas of the hypothalamus, including the PVN. Restoration of Mc4r gene
expression specifically in the PVN, using a Sim7-cre transgene, completely
normalized food intake of Mc4r knockout mice, without affecting energy expenditure

(Balthazar et al., 2005). Theses observations indicate that the PVN harbours a



145

pathway that specifically influences food intake without affecting energy expenditure.

Our characterization of Sim1* mice further strengthens this conclusion.

Kublaoui et al. (2006) reported that Sim7 heterozygous mice are resistant to
the anorectic action of melanocortin signalling (Kublaoui et al., 2006). This
experiment suggests that Sim7 influences food intake by acting along the Mc4r
pathway. We indeed found that Sim7* mice tend to be resistant to the effects of MTII
when compared to littermate controls but this difference did not reach statistical
significance. Variable effects of centrally administered MTII in modulating food intake
in rats with PVN lesions have also been reported (Dube et al., 2006; Choi et al.,
1999; Wang et al., 2007). The different results observed between these studies may
be due to the different methods to disable the PVN, the time interval between
lesioning treatment and the injection time of the neuropeptides and the animal
gender. In this regard, our study used mice aged 4 weeks old, an age when food

+/+

consumption of Sim7*" mice is not significantly different from that of Sim7™* mice
whereas Kublaoui et al. used mice from 6 to 8 weeks of age (Kublaoui et al., 2006).
Insensitivity to MTII may develop with time as weight of mutant animals increases.
Similarly, age-related changes in leptin responsiveness has been described in Mc4r”
mice, where young Mc4r” mice were reported to be sensitive to leptin injection in

contrast to older animals (Marsh et al., 1999).

Meal termination in Sim7*" mice

In this study, we found that in addition to exhibiting larger meal size than wild
type mice, Sim1*" mice exhibit a meal pattern that is consistent with a defect in
signals involved in meal termination. Satiety factors play an important role for meal
termination. The hyperphagia observed in Sim71*" mice could thus be caused by their
inability to respond to satiety signals. One potential signal known to be involved in
meal termination is CCK (Blevins et al., 2004; Crawley & Schwaber, 1983;
Reidelberger, 1992; Smith et al., 1981). We thus hypothesized that Sim7*" mice
would be less sensitive to the satiation effect of exogenous CCK than wild type
littermates. Contrary to this hypothesis, we found that Sim71*" mice were at least as

sensitive than Sim71*™* mice to the effect of CCK.
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Sensitivity to CCK-8 has been previously reported in ob/ob male mice as well
as in Mc4r knockout mice, although in the latter insensitivity has also been
demonstrated (Strohmayer & Smith, 1981; 1986; Vaughan et al., 2006; Fan et al.,
2004). A synergistic relationship between leptin and CCK in reducing food intake has
been proposed as a probable mechanism for CCK sensitive response (Barrachina et
al., 1997; Matson et al., 1997; McMinn et al., 2000b; Wang et al., 2000). In this
regard, it has been shown that fasted rats with lower plasma levels of leptin show an
attenuated anorectic effect of CCK (McMinn et al., 2000b) while increased leptin due
to obesity can produce increased efficacy of CCK (McLaughlin & Baile, 1980). Sim1
heterozygous mice exhibit high endogenous leptin levels as early as eight weeks of
age (Michaud et al., 2001). Thus, the normal sensitivity of Sim7*" mice to the satiety
effect of CCK-8 may be explained by their increased production of leptin. We
postulate that Sim7*" mice are resistant to other satiety factors that remain to be
identified.
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Table 1. Plasma insulin and glucose levels in Sim1
Sim1*" paired-fed and Sim7*" males

Measure Sim1”  Sim1*" paired-fed Sim1*
Insulin (ug/L) 0.96 £ 0.17 21+1.24 6.48 £+ 1.75*
Glucose (mmol/L) 6.56 + 0.39 7.26 £0.7 8.56 + 0.67

Results are presented as means = S.E.M., n=8.
*Values significantly different from Sim1™* and Sim1*" paired-fed with P
<0.05
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LEGENDS

Figure 1. The Sim17 allele is penetrant on three distinct backgrounds. Weight
curves of Sim1** and Sim1*" mice with different genetic backgrounds. An asterisk (*)
indicates a P value less than 0.001 (n=7, except for C57: females n=5 and males
n=10).

Figure 2. Pair feeding of Sim7* mice. (A,B) Weekly body weight of trios of male (A)

+/+

or female (B) littermates composed of: 1) Sim71™" mice fed ad libitum (black squares);

2) Sim1*" mice fed ad libitum (white squares); and 3) Sim7*" mice that were fed the

+/+

same amount of food as that consumed by the Sim7™" littermate over the previous

24 hours (white losanges). An asterisk (*) indicates a significant difference between

+/+

the weight of Sim1™* or paired-fed Sim71™ mice and Sim1™ mice fed ad libitum
(P<0.01) (n=8 trios of male and 8 trios of female mice). (C,D) Weekly food intake of
Sim1** (black bars) and Sim1™ (white bars) males (C) and females (D) fed ad
libitum. An asterisk (*) indicates a significant difference between the food intake of

Sim1** and Sim1™ mice (P<0.01).

Figure 3. Body fat and lean mass of Sim1**, Sim1*" pair-fed and Sim7*" mice.
(A-D) Dexascan measurements of total fat (A,B) and lean (C,D) mass of Sim1"*
(black bars), Sim1* -paired-fed (gray bars) and Sim7™ (white bars) male and female
mice. An asterisk (*) indicates significant difference between Sim71™ mice fed ad
libitum and Sim1*" paired-fed or Sim1** mice (** P<0.001). (E,F) Total weight of
white adipose tissue (WAT), including retroperitoneal, perigonadal and inguinal white
fat pads, of 16-week-old Sim1**, Sim1*" pair-fed and Sim1*™ male and female mice.
(G-K) Analysis of brown adipose tissue (BAT) from 16-week-old Sim1**, Sim1*" pair-
fed and Sim1*" male mice. (G-I) Histological section of BAT. (J) Weight of the BAT.
(K) Size of the BAT. * P< 0.01 and ** P< 0.001. Eight trios of male and 8 trios of
female mice were used for all analyses.

+/+

Figure 4. Nocturnal and diurnal meal pattern of Sim7** and Sim1*" male mice.
Data are based on food intake measured continuously over a 24-hour period in mice
housed individually. Average nocturnal and diurnal meal size (B and D) of Sim1*"

(white bars) are significantly larger than those of Sim1™* (black bars) male mice. (*
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P<0.01; ** P<0.001). Nocturnal and diurnal meal number (A and C) are not

significantly different between both genotypes. (n=6 mice for each genotype).

Figure 5. Intracerebroventricular injection of leptin suppresses cumulative food
intake and body weight of CD57/129SV Sim1** and Sim1*" male mice. (A)
Sim1** and Sim1*" male mice were injected with either saline or leptin after 16 hours
food deprivation. Cumulative food intake was measured 5, 24 and 48 hours after
injection. Data compared food intake after leptin injection with previous day’s saline.
In mice of both genotypes, leptin significantly decreases cumulative food intake
compared with saline injection at 5 and 24 hours. (* P< 0.05, ** P<0.01 and *** P<
0.001). No significant differences were observed between genotype after injection of
leptin at any time measured (P> 0.05). (B) Body weight of Sim?1** and Sim71*" male

mice measured at 5, 24 and 48 hours following saline or leptin injection. (n=6).

Figure 6. Intraperitoneal injection of MTIl suppresses cumulative food intake of
CD1 and C57/129SV Sim1*"* and Sim1*" male mice. Sim1** and Sim1*" male mice
were injected with either saline or MTII at the onset of the dark cycle. Cumulative
food intake was measured 1, 2, 3, 4 and 24 hours after injection. Data compared
food intake after MTIl i.p. injection with previous day’s saline. In mice of both
genotypes, i.p. injection of MTIl significantly decreased cumulative food intake
compared with saline injection from 1 to 4 hours. (* P< 0.05, ** P< 0.01 and *** P<
0.001). However, no significant differences were observed between genotypes after
i.p. injection of MTII at any time measured (P >0.05). (CD1: n=10; C57/129SV: n=6).

Figure 7. CCK-8 suppress food intake of C57/129SV Sim1*”* and Sim1*" male
mice. Sim1”* and Sim1*" male mice were injected with saline or CCK-8 after 16-
hours food deprivation. Food intake measurements were done every 30 minutes after
injection and reintroduction of food. Data compared food intake after CCK-8 injection
with the previous day’s saline. Mice of both genotypes treated with CCK-8 consumed
less food than when treated with saline during the first 30 minutes. This decrease in
food intake last from 8 to 12 weeks of age. In mice of both genotypes, CCK-8
significantly decreased cumulative food intake compared with saline injection with *
P<0.05; ** P<0.01 and *** P<0.001. (n=8 mice for each genotype).
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Figure 5: Intracerebroventricular injection of leptin suppresses cumulative food intake

and body weight of CD57/129SV Sim1** and Sim1* male mice.
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Duplan et al, Fig 6
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Duplan et al. Fig 7
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L’haploinsuffisance de Sim1 induit une obésité hyperphagique chez la souris
de méme que chez [I'humain. Cette hyperphagie pourrait étre d'origine
développementale. De fait, dans une étude antérieure, nous avons montré que le
noyau PV des souris Sim1*" est hypodéveloppé. Cette observation suggere que des
anomalies développementales pourraient perturber le fonctionnement du noyau PV.
Par conséquent, nous avons émis I'hypothése que I'haploinsuffisance de Sim1
engendre des anomalies de développement du noyau PV, lesquelles seraient par la
suite responsable de I'hyperphagie des souris Sim1*". Pour étayer cette hypothése,
nous avons caractérisé la composition cellulaire du noyau PV des souris Sim1*".
Nous avons observé une diminution des neurones magnocellulaires exprimant la VP
et 'OT, de méme qu’une diminution d’'une population de neurones parvocellulaires
qui se projettent sur le DVC. La perte de ces neurones parvocellulaires pourrait avoir

un impact sur la régulation de la prise alimentaire.

1. Haploinsuffisance de Sim1 et structure du noyau PV

1.1 Développement du noyau PV

Les facteurs de transcription sont des régulateurs critiques du développement.
Des études antérieures en génétique ont permis d’identifier au moins cinq facteurs
de transcription — Otp, Brn2, Artn2, Sim1 et Sim2 — essentiels au développement
des neurones du noyau PV (Acampora et al.,, 1999; Wang & Lufkin, 2000;
Schonemann et al., 1995; Nakai et al., 1995; Michaud et al., 2000; Hosoya et al.,
2001; Michaud et al., 1998; Goshu et al., 2004). Chez les souris homozygotes pour
un allele nul de I'un ou l'autre de ces facteurs, le noyau PV, qui est composé d’au
moins cing types cellulaire distincts, identifiables par la production des hormones VP,
OT, CRH, TRH et SS, est soit absent ou hypocellulaire. A titre d’exemple, il a été
démontré que la perte du géne Brn2 affecte spécifiquement le développement des
cellules qui expriment la VP, I'OT et la CRH (Schonemann et al., 1995; Nakai et al.,
1995), tandis que I'haploinsuffisance du géne Sim2 diminue la production des
cellules qui expriment la TRH et la SS (Goshu et al., 2004). Ces études ont proposé
une cascade d’interactions entre ces facteurs de transcription lors du développement
du noyau PV (voir figure 2 de I'annexe1). Cette cascade de facteurs de transcription
prédit que la perte du géne Sim1, chez la souris, abolira le développement de toutes

les cellules du noyau PV. Toutefois, Michaud et ses collegues (2001) ont démontré
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gu'une diminution de l'expression de ce géne perturbe le développement d’une
fraction des cellules de ce noyau. Ainsi, le noyau PV des souris Sim1” est

hypocellulaire contenant 24% moins de cellules (Michaud et al., 2001).

Notre étude complémentaire a permis de démontrer que I'haploinsuffisance du
gene Sim1 affecte la production d’au moins deux types cellulaires spécifiques dans le
noyau PV, les neurones exprimant la VP et 'OT. Dans notre étude, nous avons noté,
dans un premier temps chez les embryons Sim1* de 18.5 jours, que I'expression de
'ARNmM des génes de la Vp et de 'Ot est diminuée de 65% + 3.6 et de 61% + 10.6,
respectivement. Cependant, I'expression de '’ARNm de la Crh n’est pas affectée a ce
stade embryonnaire. Dans un deuxiéme temps, nous avons démontré, chez la souris
Sim1*" de 4 a 6 semaines, que le nombre de cellules produisant la VP et 'OT est
diminué de 41.6% + 9.1 et de 84.1% + 2.8, respectivement. Toutefois, a ce méme
stade de vie, I'expression de 'ARNm des génes de la Trh et de Ss est inchangée.
Ceci suggére que I'haploinsuffisance du gene Sim71 cause une diminution spécifique
des populations neuronales exprimant la VP et 'OT. Notre hypothése est corroborée
par nos observations montrant que I'expression de TARNm des génes de la Vp et de
IOt est aussi diminuée dans le noyau SO des embryons hétérozygotes. Le noyau SO
est composé principalement de neurones magnocellulaires exprimant les hormones
VP et OT. Ces neurones, tout comme les neurones magno- et parvocellulaires du
noyau PV, proviennent des cellules germinales du neuroépithélium situé autour de la
fissure du diencéphale ventral et expriment aussi le géne Sim1 (Michaud et al., 1998;
Ugrumov et al., 2002). Dans notre étude, nous avons noté une diminution de 51% =+
8.4 et de 52% + 15.5 de I'expression des ARNm de la Vp et de I'Ot, respectivement,
chez les embryons Sim1*". De plus, nous avons aussi observé chez des souris
Sim1*" adultes, une diminution du nombre de cellules exprimant la VP et 'OT dans le
noyau SO. Toutefois, nous n‘avons pas pu quantifier cette diminution pour des
raisons techniques. Une étude récente de Kublaoui et ses collegues (2008) a
confirmé nos résultats. Ces auteurs ont eux aussi, observé une diminution des
cellules produisant I'OT dans les noyaux PV et SO des souris Sim7™ (Kublaoui et al.,
2008).

Il est important de souligner qu’en plus d’affecter le développement des
neurones VP et OT magnocellulaires du noyau PV, I'haploinsuffisance du géne Sim1

abolit aussi le développement d’autres types cellulaires de ce noyau dont la
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composition moléculaire n’a pas encore été caractérisée. De fait, les résultats de nos
expériences de marquage rétrograde a partir du DVC, chez la souris de 4 a 6
semaines, montrent I'absence d’'une fraction importante (73% =+ 2.9) des neurones
parvocellulaires du noyau PV qui se projettent sur le DVC. L’identité de ces neurones

reste cependant a établir.

1.2 Développement des voies neuronales éfférentes du noyau
PV qui régulent la prise alimentaire

1.2.1 Voie neuronale ocytocinergique

Le noyau PV régule la prise alimentaire via des projections neuronales au
DVC. Chez le rat, il a été démontré qu’une population de neurones parvocellulaires
ocytocinergiques du noyau PV se projette sur le DVC, particulierement aux sous
noyaux M, Gel et Com du NTS, et agit comme modulateur critique de la prise
alimentaire (Rinaman, 1998; Blevins et al., 2003). De fait, Blevin et ses collegues
(2003) ont démontré que linjection i.p. de CCK augmente de fagon significative
I'expression de la protéine c-FOS dans les neurones des sous noyaux M et Gel du
NTS. Ces sous noyaux regoivent une dense innervation ocytocinergique du noyau
PV (Rinaman, 1998; Blevins et al., 2003). Des données similaires non pas encore été
rapportées chez la souris. Afin de déterminer si ces projections neuronales
ocytocinergiques sont, d’'une part, présentes chez la souris et, d’autre part, affectées
dans leur développement chez la souris Sim71*", nous avons utilisé un systéme de
double marquage, en combinant un traceur neuronal rétrograde a
'immunohistochimie du neuropeptide OT. Par suite de l'injection du traceur neuronal
rétrograde, nous avons noté que le nombre de neurones parvocellulaires du noyau
PV qui se projette sur le DVC est diminué de 73.6% + 2.9 chez les souris Sim1*/,
comparativement aux souris Sim71**. Toutefois, un trés faible nombre de cellules
doublement marquées pour le neuropeptide OT, entre 0 et 3 cellules par souris, a été
observé chez les souris Sim1** et Sim1"". Ces résultats portent a croire que
'haploinsuffisance du gene Sim1 affecte le développement d’'une population de
neurones parvocellulaires du noyau PV, qui se projette sur le DVC (Swanson &
Sawchenko, 1983) mais reste non caractérisée. Ainsi, nos résultats de double
marquage, et particulierement nos observations chez les souris Sim1+/', ne

permettent pas de confirmer ni la présence de voies neuronales ocytocinergiques
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chez la souris, ni que ces voies neuronales ne se développent pas lorsque I'on

module le dosage du géne Sim1.

Plusieurs raisons pourraient expliquer cette apparente absence d'une voie

neuronale PV-DVC ocytocinergique chez la souris.

1.2.1.1 Un probléme technique?

Chez le rat les études utilisant des techniques de marquage similaire ont
démontré que les neurones parvocellulaires ocytocinergiques du noyau PV se
projettent sur la région médiale du DVC (Swanson & Sawchenko, 1983),
particulierement dans les sous noyaux M, Gel et Com du NTS (Rinaman, 1998;
Blevins et al., 2003), et représent approximativement 10% des afférences de cette
région (Sofroniew & Schrell, 1981; Sawchenko & Swanson, 1982). Nos tentatives
d’injection dans la région médiale du DVC de la souris se sont avérées létales.
L’analyse des coupes histologiques du tronc cérébral a montré que la plupart de nos
injections ont atteint les parties latérales du DVC. Dans quelques cas la région
médiale du DVC a été atteinte par diffusion du traceur neuronal rétrograde, ce qui
pourrait expliquer les quelques cellules doublement marquées que nous avons

observées dans le noyau PV de quelques souris.

1.2.1.2 Une différence inter-espéces?

Certains systémes neuronaux apparaisent organisés differemment chez la
souris et chez le rat. Par exemple, chez le rat, il a été démontré qu’une population de
neurones du DVC et de I'AP, qui expriment I'enzyme tyrosine hydroxylase, se
projette sur la moelle épiniére (Tucker et al., 1987; Kwiat & Basbaum, 1990). Par
contre, chez la souris, VanderHorst & Ulfhake (2006) ont montré que les voies
neuronales du DVC et 'AP vers la moelle épiniere n’expriment pas cet enzyme
(VanderHorst & Ulfhake, 2006). Par analogie, la voie neuronale ocytocinergique du

noyau PV vers le DVC pourrait étre absente chez la souris.
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Contrairement a la localisation bien définie des neurones parvocellulaires
ocytocinergiques dans le noyau PV du rat (Swanson & Sawchenko, 1983), il semble
que ces neurones ne soient pas localisés dans des sous noyaux bien précis du
noyau PV des souris, ni ne se projettent a des sous noyaux spécifiques du DVC,
comme M, Gel et Com, du NTS. Des données préliminaires du Dre Rinaman
(commentaire personnelle) suggérent que, chez la souris, les cellules
parvocellulaires ocytocinergiques sont dispersées parmi les cellules magno- et
parvocellulaires du noyau PV. On sait aussi que, chez le rat, ces neurones ont un
diamétre de 12 a 26 ym, comparativement a un diamétre de 20 a 35 ym pour les
neurones magnocellulaires (Swanson & Kuyper, 1980; Sofroniew & Schrell, 1981).
La dispersion d’'un petit nombre de cellules de petites tailles pourrait expliquer la
difficulté de les visualiser et de les quantifier chez la souris. Une analyse
immunohistochimique plus approfondie de [lorganisation structurale et/ou
organisationnelle des noyaux PV et DVC de la souris sera nécessaire pour confirmer

ou infirmer cette hypothése.

2. Haploinsuffisance de Sim1 et fonctions du noyau PV:
homéostasie énergétique
2.1 L’haploinsuffisance de Sim1 affecte principalement la prise

alimentaire

Plusieurs études ont démontré que le noyau PV contribue au contréle de la
prise alimentaire. Il a été démontré que des lésions partielles et/ou complétes du
noyau PV, induisent une obésité hyperphagique avec hyperinsulinémie chez le rat
(Leibowitz et al., 1981; Cox & Powley, 1981; Aravich & Sclafani, 1983).
Contrairement a d’autres modéles animaux d’obésité, causés par des Iésions et/ou
des manipulations génétiques dans d’autres régions hypothalamiques impliquées
dans la régulation de 'homéostasie énergétique (Vander Tuij et al., 1982; Niijima et
al.,, 1984; Sakaguchi et al., 1988), les rongeurs dont le noyau PV est lésé ne
présentent aucune dysfonction du SNA ou dysfonction du systéme circadien et
démontrent un taux d’activité physique normal. Par conséquent, I'hyperphagie, qui
est caractérisée par une augmentation de I'apport calorique de ces rongeurs durant
les phases diurne et nocturne du cycle nuit/jour, semble la cause principale, pour ne

pas dire exclusive, de leur obésité (Cox & Powley, 1981; Tokunaga et al., 1986;
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1990; Fukushima et al., 1987). C’est ce que suggére aussi I'étude de Cox & Powley
(1981) montrant, a I'aide du protocole expérimental des apports caloriques pairés,
gu’en présence d’'une quantité restreinte de nourriture, les rats porteurs d’'une lésion
du noyau PV ne deviennent pas obéses (Cox & Powley, 1981). L’ensemble des
résultats sugérent fortement que le noyau PV contrdle principalement, sinon
uniquement, une des deux composantes de 'homéostasie énergétique, c’est-a-dire

la prise alimentaire.

De fait, dans notre propre étude, nous avons pu constater que, lorsque soumis
au protocole expérimental des apports caloriques pairés, la masse pondérale des
souris Sim1*" n’était pas significativement différente de celle des souris Sim71**. De
plus, 'analyse qualitative et quantitative des tissus adipeux blancs et des BAT n’a
démontré aucune différence significative en ce qui a trait a la taille et a la masse de
ces tissus chez les deux groupes. Finalement, le niveau d’insuline ainsi que le
contenu en triglycérides du foie et des masses adipeuses ne sont pas apparus
différents entre les souris Sim1™” et Sim1”*. Nos résultats montrent que
'hyperphagie, et non une diminution de la dépense énergétique, est la cause
principale de l'obésité des souris Sim1*". Par conséquent, ils suggérent que i)
'haploinsuffisance de Sim17 altére le développement du noyau PV, et ii) que ce

noyau régule principalement la prise alimentaire.

2.2 Haploinsuffisance de Sim1 et voies neuronales qui

régulent la prise alimentaire

L’'observation que chez les souris Sim1*" obéses la seule composante de la
balance énergétique affectée soit la prise alimentaire suggére que
'haploinsuffisance de Sim7 pourrait avoir altéré les voies neuronales et/ou la
production des neuropeptides impliqués dans la régulation a long et/ou a court terme
de la prise alimentaire. L'un des circuits neuronaux impliqué dans la régulation de la
prise alimentaire est la voie neuronale noyau Arc-noyau PV—DVC. Chez le rat, de
méme que chez I'humain, plusieurs données littéraires suggérent un rdle important
de l'ocytocine et des neurones ocytocinergiques parvocellulaires dans la régulation

de la prise alimentaire.
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2.2.1 Régulation a court terme
L’analyse du patron de consommation des souris Sim71*" démontre que
I'haploinsuffisance de Sim1 cause une augmentation de I'apport calorique des souris
Sim1*" lors de chaque repas, sans modifier leur fréquence de consommation. Ce
phénotype suggere que les signaux qui normalement s’activent afin d’induire la fin du
repas ne sont pas opérationnels. Ce patron de consommation est donc conforme a

une dysfonction des circuits neuronaux qui contrélent le centre de satiété.

Chez le rat, de nombreuses études physiologiques et pharmacologiques ont
démontré que linjection i.c.v de I'OT produit un patron d’expression de la protéine
FOS, dans le NTS, similaire a celui observé lors de l'injection i.p. de CCK (Olson et
al., 1993). Récemment, Blevins et ses collegues (2003) ont démontré que les sous
noyaux Gel et M du NTS, ou I'expression de c-fos est augmenté par suite de
l'injection de CCK, regoivent une dense innervation ocytocinergique (Blevins et al.,
2003). Dans cette méme étude, ces auteurs ont aussi montré que linjection d’'un
antagoniste au récepteur de I'OT dans le 4°™ ventricule atténue I'effet satiétogéne
de la CCK, confirmant ainsi que 'OT exerce un effet stimulateur sur les neurones du

NTS qui induit la satiété (Blevins et al., 2003).

Malgré toutes ces données impliquant la voie neuronale ocytocinergique dans
la régulation de la prise alimentaire chez le rat, les souris nulles pour le géne d’Ot ne
développent pas de phénotype d’obésité et ne sont pas hyperphagiques (Winslow et
al., 1998; Winslow & Insel, 2002). De plus, il a été démontré que les souris OT” sont
sensibles a linjection de CCK (Mantella et al., 2003). De fait, Mantella et ses
collegues (2003) ont constaté que l'injection i.p. de CCK chez les souris OT” induit,
tout comme chez les souris sauvages, une inhibition de la prise alimentaire durant
les 30 minutes suivant l'injection (Mantella et al., 2003). Nos résultats concordent
avec ceux de ce groupe. Dans un premier temps, I'haploinsuffisance de Sim7 induit
une diminution des cellules ocytocinergiques du noyau PV (magno- et
parvocellulaires). Dans un deuxiéme temps, l'injection i.p. de CCK a des souris
Sim1*" induit aussi une diminution de la prise alimentaire durant les 30 minutes

suivant 'injection.
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Des compensations développementales et fonctionnelles dans le noyau PV
pourraient expliquer le phénotype d’obésité hyperphagique observé chez nos souris

Sim1*", toutefois absent chez les souris OT™".

Les études d’invalidation font appel a une approche d’invalidation d’'un géne
en particulier avant le processus de développement. Il est donc possible que des
mécanismes développementaux compensatoires surviennent chez ces animaux afin
de minimiser et/ou de compenser complétement I'impact structural et/ou fonctionnel
de la perte du géne. Par exemple, en lien avec I'homéostasie énergétique, il a été
observé que l'ablation du noyau PV, par des méthodes de stéréotaxie, chez des
rongeurs nouveaux-nés, n’induit pas d’hyperphagie chez ces derniers. Toutefois,
I'ablation de cette méme région chez les rongeurs adultes produit une hyperphagie
sévere (Luquet et al., 2005). Ces observations suggerent une certaine plasticité des
circuits hypothalamiques, durant la période périnatale, capable de compenser pour la
perte de certains systéemes neuronaux. Ces mécanismes compensatoires pourraient
impliquer des compensations par d’autres neuropeptides présent dans le noyau PV
impliqués dans le processus de la prise alimentaire, par exemple la CRH, la TRH et
possiblement SIM1. Ces mécanismes peuvent étre intacts chez les souris OT” mais
défectueux chez les souris Sim1*”, pour lesquelles une sous-population de neurones
parvocellulaires du noyau PV, qui projettent au DVC et dont la composition

moléculaire est encore inconnue, est absente.

Finalement, les différents résultats obtenus chez le rat et chez la souris
pourraient étre expliquées par des différences méthodologiques. En effet, les études
chez le rat, font appels a des techniques Iésionnelles et pharmacologiques sur des
rongeurs adultes. Les circuits neuronaux, chez ces derniers, sont déja établis et
fonctionnels. Par conséquent, [l'ablation et/ou le blocage par des agents
pharmacologiques de ces voies neuronales produit la perte de fonction du systéme

ciblé.

Afin de déterminer la pertinence et I'implication de 'OT dans la régulation de
la prise alimentaire chez la souris, les mémes approches expérimentales utilisées

chez le rat devraient étre utilisées chez la souris adulte.
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2.2.2 Régulation a long terme

Le mieux caractérisé des systémes neuronaux hypothalamiques impliqués
dans la régulation a long terme de I'homéostasie énergétique est la voie de la
mélanocortine. Cette voie implique des neurones du noyau Arc qui expriment la
POMC. Dans le noyau Arc, la leptine régule ’homéostasie énergétique en agissant

directement, via son récepteur, sur deux populations neuronales. Une premiére

population neuronale co-exprime le peptide CART et la POMC, précurseur de 0O-

MSH. Les peptides CART et 0-MSH stimulent les processus cataboliques et la

leptine stimule leur production. Une seconde population neuronale co-exprime le
NPY et AgRP. Ces peptides stimulent les processus anaboliques et la leptine
supprime leur production. Une cible cruciale de ces deux populations neuronales est

constituée par les neurones qui expriment le récepteur MC4R des mélanocortines
dans les noyaux VM et PV. L’ 0-MSH est un ligand agoniste de ce récepteur alors

que ’AgRP en est un antagoniste. Ainsi, I'activation des neurones qui expriment le
récepteur MC4R va stimuler le catabolisme.

Plusieurs données suggérent que Sim1 et le récepteur MC4R et 'OT agissent
de concert dans le noyau PV afin de contrOler la prise alimentaire. Chez la souris
adultes, des études de neuro-anatomies ont démontré la colocalisation du géne
Sim1 et de la protéine OT dans une sous-population de neurones du noyau PV
(Kublaoui et al., 2008), du géne du récepteur MC4R et de I'OT (Liu et al., 2003) et du
géne Sim1 et du géne du récepteur MC4R (Balthazar et al., 2005; Kublaoui et al.,
2006a).

Ces observations sont corroborées par des données physiologiques. De fait, il
a été démontré que les neurones du noyau PV, qui expriment le récepteur MC4R,
médient I'effet régulateur du systéme mélanocortinergique sur la prise alimentaire.
Balthazar et ses collegues (2005) ont démontré que la ré-activation de I'expression
du récepteur MC4R spécifiquement dans les neurones du noyau PV exprimant Sim1
normalise la consommation alimentaire, sans affecter la dépense énergétique chez
les souris MC4R” (Balthazar et al., 2005). De plus, I'étude de Kublaoui et ses

collegues (2006a) démontre que les souris Sim1*" sont résistantes a leffet
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anorexigéne du MTII, un ligand agoniste du récepteur MC4R. Ces observations
suggerent fortement que [I'haploinsuffisance de Sim7 puisse affecter le
développement de la voie neuronale mélanocortinergique et, par conséquent, ses

fonctions dans la régulation de la prise alimentaire.

Nos données neuro-anatomiques corroborent cette hypothése a l'effet que
'haploinsuffisance de Sim71 affecte possiblement le développement de la voie
neuronale melanocortinergique. Par immunohistochimie, nous avons observé une
diminution de 41.6% + 9.1 et de 84.1% + 2.8 du nombre de cellules VP et OT,
respectivement, dans le noyau PV des souris Sim1*" adultes. De plus, par marquage
neuronal rétrograde, nous avons observé une diminution de 73.6% =+ 2.9 des
projections axonales du noyau PV au DVC. Par conséquent, I'haploinsuffisance de
Sim1 induit possiblement une réduction des effecteurs de la voie
mélanocortinergique endogeéne, ainsi qu'une réduction du nombre de récepteur
MCA4R dans le noyau PV.

Nos données fonctionnelles suggérent aussi que I'haploinsuffisance de Sim1
rend le systeme mélanocortinergique atonique, et non pas dysfonctionnel, du moins
en ce qui concerne son réle dans la régulation de la prise alimentaire. Contrairement
aux observations de Kublaoui et ses collegues (2006a), nous avons observé que,
tout comme les souris Sim1+/+, les souris Sim1*" sont sensibles a I'effet anorexigéne
du MTII. De fait, méme si I'ampleur de la diminution de I'apport calorique des souris

+/+

Sim1*" n’atteint pas celle observée chez les souris Sim1**, par suite de I'injection i.p.
de MTII, leur apport calorique est significativement réduit. Ces observations laissent
croire que I'haploinsuffisance de Sim17 induit une diminution de I'activité du systeme

melanocortinergique chez la souris.

Remaniements fonctionnels

Au moins un mécanisme pourrait expliquer la sensibilité des souris Sim1*" au
MTII : le remaniement fonctionnel des effecteurs du systéme mélanocortinergique.
Durant le développement, certains effecteurs du systéme mélanocortinergique
pourraient soit changer de fonction soit acquérir de nouvelles fonctions ou les deux,
afin de compenser pour les anomalies développementales induites par

I'haploinsuffisance de Sim7. Un tel mécanisme n’a pas encore été démontré dans le
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cas des systémes qui régulent ’lhoméostasie énergétique. Toutefois, il a été observé
et proposé pour le systtmes GABAergiques du gyrus dentelé et du thalamus (Liang
et al., 2008). De fait, il a été démontré que les souris dont le géne de la sous unité
alpha-4 du récepteur GABAa est invalide (souris alpha-4'/') présentent des
comportements similaires a ceux des souris sauvages sous l'effet de I'éthanol. Chez
ces souris lI'expression de la sous unité gamma-2 du récepteur GABAa est
augmentée dans I'hippocampe et le thalamus. Ces observations suggérent qu’un
remaniement du systéme des récepteurs GABAergique secondaire a la perte de la
sous unité alpha-4 prévient la perte d’'une fonction importante a ce systeme (Liang et
al., 2008).

L’haploinsuffisance de Sim17 induit une diminution du nombre de cellules dans
le noyau PV qui, par conséquent, réduit le nombre de récepteurs MC4R exprimé
dans ce noyau. Toutefois, les souris Sim1"" demeurent sensibles aux effets
alimentaires inhibiteurs du MTII. Par extrapolation, nous pouvons supposer qu’un
mécanisme compensatoire similaire a celui proposé pour le systeme GABAergique

puisse survenir au cours du développement du noyau PV des souris Sim1*".

La famille des récepteurs de la mélanocortine comprend au moins cinq sous-
types (MC1R-MC5R). Toutefois, seulement deux de ces récepteurs, MC3R et MC4R
sont exprimés dans le SNC, et notamment dans I'hypothalamus (Butler & Cone,
2002). Tandis que le réle du récepteur MC4R dans la régulation de la prise
alimentaire est bien établi (Huszar et al., 1997), celui de MC3R demeure mal connu.
Cependant, certaines données de la littérature suggérent l'implication de ce
récepteur dans I'’homéostasie énergétique, particulierement dans la dépense
énergétique. Par exemple, il a été démontré que les souris MC3R” développent un
phénotype d’obésité malgré qu’elles soient hypophagiques.Cependant, aucune
donnée sur le mécanisme grace auquel le récepteur MC3R agit sur le métabolisme
énergétique n’a été rapporté (Azzara et al., 2002; Zheng et al., 2005). De plus, il a
été démontré que la gamma-MSH est un ligand agoniste au récepteur MC3R (Marks
et al., 2006). Ces données désignent le récepteur MC3R du noyau PV comme
médiateur potentiel de certaines fonctions du récepteur MC4R dans la régulation de

la prise alimentaire.
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3. Haploinsuffisance de Sim1 et hyperphagie

De fagon intéressante, les souris hétérozygotes pour un alléle nul du géne
Sim1 développent une obésité précoce, détectable entre la 4°™ et la 8°™ semaine
de vie. Cette obésité est secondaire a une hyperphagie isolée sans diminution des
dépenses énergétiques (Michaud et al., 2001). Au moins deux mécanismes

pourraient expliquer cette hyperphagie chez les souris Sim1*".

3.1 Mécanisme développemental : anomalies du

développement du noyau PV

L’hyperphagie isolée des souris Sim1*" est compatible avec une perturbation
de la fonction du noyau PV. Cette dysfonction pourrait avoir une origine
développementale. Cette hypothése est, toutefois, trés peu explorée. De fait, I'impact
d’'une perte et/ou d’'une diminution des autres facteurs de transcription impliqués
dans le développement du noyau PV — Otp, Brn2 et Arnt2 — sur 'homéostasie
énergétique n'a pas encore été étudé. De plus, il a été démontré que
I'haploinsuffisance du géne Sim2 n’affecte pas la croissance pondérale des souris
(Goshu et al., 2002). Toutefois, I'hypothése que des anomalies du développement
puissent engendrer un phénotype d'obésité a déja été proposée pour d’autres
régions hypothalamiques impliquées dans la régulation de [I'homéostasie
énergétique. Par exemple, les souris homozygotes pour une mutation dans le géne
du facteur stéroidogenique-1 (SF-7), qui code pour un récepteur nucléaire orphelin,
présentent une obésité tardive, vers 'dge de 8 semaines (Majdic et al., 2002). Le
gene SF-1 est exprimé exclusivement dans le noyau VM. Chez les embryons de
méme que chez les souris adultes SF-17, il a été démontré que la cytoarchitecture
du noyau VM est perturbée. De fait, les différents types cellulaires de ce noyau,
identifiable par I'expression de marqueurs tels que les récepteurs a estrogéne et le
NPY, sont re-localisés dans des régions différentes du noyau VM et/ou dans des
noyaux avoisinants (lkeda et al., 1995; Dellovade et al., 2000; Tran et al., 2003;
Davis et al., 2004). Cette perturbation de la migration et/ou du processus de
différenciation cellulaire du noyau VM engendre probablement le phénotype
d’obésité tardive. Le méme raisonnement peut aussi étre appliqué au noyau Arc. Il a

été démontré que la perte de fonction du facteur de transcription Nhlh2 diminue
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'expression du géne POMC dans le noyau Arc (Jing et al.,, 2004). De fagon

intéressante, les souris Nhlh2” développent une obésité tardive (Good et al., 1997).

Par conséquent, il est tentant de postuler que I'haploinsuffisance de Sim1
cause des anomalies du développement du noyau PV qui peuvent en perturber les
fonctions, incluant la régulation de 'homéostasie énergétique, et contribuer ainsi au

phénotype d’obésité.

3.2 Mécanisme physiologique : dysfonctions physiologiques
de la protéine SIM1

Récemment, un rdle de la protéine SIM1, a été proposé, a l'effet que cette
protéine puisse agir le long d’'une voie physiologique dans le noyau PV afin de
contréler la prise alimentaire (Kublaoui et al., 2006a; 2006b; Yang et al., 2006).

Plusieurs données corroborent cette hypothése.

Tout d’abord, SIM1 est exprimée dans le noyau PV des souris adultes
(Holder et al., 2004). En second lieu, il a été démontré que I'injection i.p. de MTII,
chez les souris sauvages, d’une part, augmente spécifiquement I'expression de
TARNm de Sim1 de 80% dans [I'hypothalamus, et d’autre part, diminue la
consommation alimentaire de ces souris (Kublaoui et al., 2006a). Finalement, Yang
et ses colléegues (2006) ont démontré qu’en modulant I'expression du gene Sim1
spécifiguement dans le noyau PV de souris adultes, par injection stéréotaxique
d’adénovirus, il est possible de moduler la prise alimentaire de ces animaux (Yang et
al., 2006). Ces résultats sont d’autant plus corroborés par I'étude de Kublaoui et ses
collegues (2006b) qui démontre que 'augmentation de I'expression du géne Sim1, a
'aide d’'un transgéne dans divers modéles de souris obéses, élimine complétement

I'hyperphagie de ces souris (Kublaoui et al., 2006b).

Nos résultats d’injection de MTII vont dans le sens de ces observations. Il est
raisonnable de supposer que, chez les souris Sim1*", l'injection de MTII induit, par
un mécanisme encore inconnu, une augmentation de I'expression de la proteine
SIM1 dans le noyau PV qui, par conséquent, agit le long d’'une voie physiologique

afin de réguler la prise alimentaire. |l est aussi tentant d’émettre I'hnypothése que le
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géne Sim1, mis a part son réle dans le développement du noyau PV, joue aussi un
réle physiologique, post-développemental, dans la régulation de la prise alimentaire.
C’est en perturbant cette voie que [I'haploinsuffisance de Sim7 causerait une

hyperphagie.

Les deux mécanismes, l'un développemental, l'autre physiologique, ne
s’excluent pas nécessairement. En effet, des anomalies du développement ainsi que
physiologiques, induitent par I'haploinsuffissance de Sim1, pourraient contribuer a
I'hyperphagie des souris Sim1*". Tout comme la leptine a laquelle on reconnait un
réle durant le développement ainsi qu’'un rdle dans certaines fonctions
physiologiques post-natales (Bourret et al., 2004a), il est possible que Sim17 ait une
double fonction chez I'animal et chez I'humain. Si tel est le cas, SIM1 vient donc
s’ajouter a une liste, encore trés peu élaborée, de protéines qui modulent a la fois le

développement et les fonctions physiologiques du noyau PV.

La contribution respective des anomalies, développementale et physiologique,
a l'induction de I'hyperphagie des souris Sim1* reste a démontrer. Cette question
pourrait étre, en partie, résolue, en inactivant le géne Sim1 aprés la naissance
(conditional knockout). Cette approche expérimentale permetterait de comparer le
phénotype des souris Sim7™ dont le géne Sim1 est inactivé dans les cellules
germinales, au phénotype des souris Sim71*" dont le géne Sim7 est inactivé

seulement apres la naissance.

En conclusion, notre étude démontre que le développement du noyau PV est
un déterminant important de la régulation de I'homéostasie énergétique et
principalement de la prise alimentaire. Par conséquent, tout changement dans le
programme développemental de ce noyau pourrait avoir un impact sur cette fonction
physiologique. L’haploinsuffisance de plusieurs génes, codant pour des facteurs de
transcription, affecte le développement du noyau PV. Cependant, un phénotype
d'obésité hyperphagique, associé a ces anomalies développementales, a été
rapporté uniquement pour I'haploinsuffisance de Sim7. Par conséquent, les souris
Sim1*” représentent un modeéle animal intéressant pour définir le réle du noyau PV

dans la régulation de la prise alimentaire, de méme que pour étudier certains aspects
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du mécanisme en cause, c’est-a-dire I'hnyperphagie, dans I'obésité liée aux mutations

du géne Sim1.

Finalement, nos observations additionnées a ceux de la littérature nous
permettent de suggérer un modele, toutefois un peu simpliste, d’'un circuit neuro-
anatomique, allant de I'hypothalamus au tronc cérébral, et moléculaire allant du
récepteur MC4R a Sim1 a I'OT, impliqué dans la régualtion de la prise alimentaire

(voir figure 1).

SO On®

Figure 1 : Modéle d’un circuit neuronal et moléculaire régulant la prise alimentaire.
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ABSTRACT

The hypothalamus is a critical integrator of several homeostatic processes that are
required for the survival of vertebrates. Disruption of the development of the
hypothalamus thus has the potential of perturbing important physiological processes
with lifelong consequences. We review current knowledge about how cell types are
specified and circuits are formed within the developing hypothalamus. We emphasize
the potential clinical impact of the perturbations of these pathways using the
regulation of energy balance as a model. We predict that disruption of hypothalamic
development is a common, previously unsuspected cause of disorders of

homeostatic processes such as obesity and high blood pressure.

Key Words : hypothalamus, developmental defects, transcription factor, imprinting,

energy balance.
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INTRODUCTION

The hypothalamus is an evolutionary ancient integrator of homeostasis that
regulates basic processes such as food and water intake, energy expenditure, the
response to stress, blood pressure, and reproduction. Structurally, the hypothalamus
is composed of a dozen small nuclei interspaced between less defined regions. A
great body of work involving physiological and genetic studies has assigned specific
functions to each of these nuclei and regions (see summary in fig. 1). In contrast,
relatively little attention has been paid to how the different components of the
hypothalamus are specified and connected. Understanding the development of the
hypothalamus has the potential of shedding light on frequent pathological processes
that can manifest even late in life. An immediate illustration of this principle is
provided by classical work done on the development of gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) neurons and its disruption in some conditions affecting puberty [1].
Here, we review basic knowledge about other aspects of hypothalamic development
focusing on how cell types are specified and axonal connections are established. The
potential clinical impact of the perturbations of these pathways is illustrated using the

regulation of energy balance as a model.

PATTERNING OF THE HYPOTHALAMUS BY EXTRINSIC SIGNALS

Axial signals provided by the mesendoderm underlying the rostral neural plate
are required to divide the primordial single eye field into two eyes [2]. Failure of this
process causes holoprosencephaly, the most frequent brain malformation [3].
Because these axial signals are also required to induce development of the
hypothalamus between the two eyes, it is not surprising that it is either missing or
lacking in structures in holoprosencephalic brains. In fact, endocrine deficiencies,
caused by hypothalamic and/or pituitary dysfunction, can be the only clinical problem
in milder forms of holoprosencephaly. Currently, mutations in eight genes have been
shown to cause holoprosencephaly in humans [4]. Three of these genes (SHH,
PTC1,GLI2) encode members of the Sonic Hedgehog signaling pathway, whereas
two others have the potential of interacting with this pathway (SIX3, ZIC2). The other
genes (TDGF1, FAST1, TGIF) appear to interact with the Nodal/TGF-f signaling



211

pathway. Consistent with the pathophysiology of holoprosencephaly, SHH and Nodal
are axial signals that are required for hypothalamus induction (reviewed in [2]).
Interestingly, these signals also appear to function for subsequent regionalization of
the hypothalamus. Although the severe midline defect observed in Shh- and Nodal-
mutant mice precluded investigation of such a role, recent studies in fish suggest that
hedgehog and Nodal signaling pattern the prospective hypothalamus into distinct
domains [5] (reviewed in [2]). Experiments performed in fish also indicate that
inhibition of Wnt signaling in the neural plate is required, likewise, for the specification
of the hypothalamus anlage and also for its regionalization [6]. The identification of
signals that regionalize the hypothalamus represents a critical step towards the

elucidation of mechanisms underlying its organization into a set of small nuclei.

Another source of organizing signals for the hypothalamus is the anlage of the
anterior pituitary. Coculture experiments have shown that the development of
ACTH/MSH cells of the prospective arcuate nucleus (ARC), located in the
ventromedial hypothalamus, is enhanced by a signal provided by the Rathke's pouch
[7]. Also, Hermesz et al. [8] have characterized a Hesx1 regulatory element that
directs the expression of a reporter transgene in the ventral hypothalamus of mice, in
a region that lies in direct contact with Rathke's pouch [8]. In tissue recombination
experiments, the pouch can induce expression of the transgene in the neurectoderm
isolated from other sites of the developing forebrain, suggesting that the Hesx1
element responds to a signal emanating from the pouch. It is not yet clear whether
the signal produced by the pouch that enhance the development of ACTH/MSH cells
is the same as that required for the transgene expression in the ventral
hypothalamus. Based on these observations, a prediction can be made that
disruption of the development of the pouch might affect the development of the

ventral hypothalamus.

TRANSCRIPTIONAL CONTROL OF CELL-TYPE SPECIFICATION IN THE
HYPOTHALAMUS

Differentiation of neurons typically involves cascades of transcription factors
that progressively define their phenotypes. Such cascades have been characterized

in cells that populate hypothalamic nuclei.
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Paraventricular and Supraoptic Nuclei

The homeobox-containing transcription factor OTP and the heterodimeric
complex formed by the bHLH-PAS transcription factors SIM1 and ARNT2 are
required for the development of (1) virtually all neurons of the paraventricular (PVN)
and supraoptic (SON) nuclei, including those identifiable by the production of
thyrotropin-releasing hormone (TRH), corticotropin-releasing hormone (CRH),
oxytocin (OT), and arginine vasopressin (AVP); (2) somatostatin (SS) parvocellular
neurons of the anterior periventricular nucleus, which is contiguous to the PVN; and

(3) other populations of hypothalamic TRH neurons found in the lateral areas and

Caqueret et al., unpubl. data].

SIM1:ARNT2 and OTP act upstream to maintain the expression of Brn2, a
POU domain transcription factor, and Sim2, a close homolog of Sim1, which, in turn,
control the differentiation of distinct populations of hypothalamic neurons (fig. 2). Brn2
is required for the differentiation of CRH, OT, and AVP neurons of the PVN/SON [15,
16]. The fact that Brn2 regulates the activity of the Crh promoter in vitro suggests that
it acts at the final stage of differentiation [15]. In contrast, these PVN populations of
OT-, AVP-, and CRH-expressing cells are not affected in Sim2" embryos but TRH
cells as well as the SS cells of the anterior periventricular nucleus are decreased by
43 and 83%, respectively, in these embryos [17]. The interplay between Sim71 and
Sim2 is complex. Sim1 acts upstream to maintain Sim2 expression, but it can also
compensate, albeit ineffectively, for loss of Sim2. It is unclear whether TRH and SS
cells that require Sim2 for their development and those that do not require Sim2 have

different properties or function.

Brn2 and Sim2 are thus required for the differentiation of distinct cell types.
The domain of Brn2 expression is located anteriorly compared to that of Sim2,
correlating with the spatial distribution of the cell types in which they function [17].
These observations provide novel insight into the emergence of the neuronal

topography of the anterior hypothalamus.
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Arcuate Nucleus

The ARC is composed of distinct cell types whose identity and spatial
distribution have not yet been fully resolved [18]. Early on during development,
signals produced by the axial mesendoderm induce the expression of the homeobox-
containing transcription factor NKX2.1 in the overlying presumptive hypothalamus
[19,20,21]. In turn, Nkx2.1 functions to specify the anlage of the ventral
hypothalamus that will give rise to arcuate and the ventromedial nuclei [19, 22]. A set
of homeobox-containing transcription factors has been shown to function
downstream to specify some of the cell types populating the ARC (fig. 3). For
instance, Gsh1 is required for Ghrh (growth-hormone-releasing hormone) expression
in the ARC, whereas in vitro studies indicate that it can regulate Ghrh expression
directly by interacting with its promoter [23]. Hmx2 and Hmx3 together are also
required for Ghrh expression, at least in part, by maintaining Gsh1 expression [24].
Ofp affects the development of another cell type in the ARC identifiable by the
production of SS [13, 14]. As mentioned above, Ofp also affects Ss expression in
other regions of the diencephalon, including the anterior periventricular nucleus and
zona incerta. It is likely that Gsh1, Hmx2/Hmx3, and Otp not only function to regulate
the expression of Ghrh and Ss, but also have a more global impact on the

differentiation of the cells in which they are expressed.
Ventromedial Nucleus

Steroidogenic factor 1 (SF1), an orphan member of the nuclear receptor
family, is required for the development of several endocrine systems. Sf7-
homozygous mice lack gonads and adrenals and have impaired function of pituitary
gonadotropes [25, 26]. The only site of Sf7 expression in the brain is the
ventromedial nucleus (VMN). The VMN of Sf1”'embryos, but not of heterozygotes,
shows a complex phenotype [25,27,28,29,30,31]. VMN-mutant neurons are
generated during development in appropriate number but their spatial distribution is
altered with more neurons located medially and dorsally [30, 31]. The fact that the
axonal projections originating from the VMN are absent in these mutants suggest that

Sf1 not only affects migration of neurons but also their differentiation.
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PHYSIOLOGICAL RELEVANCE OF TRANSCRIPTIONAL REGULATORS OF
HYPOTHALAMUS DEVELOPMENT

Loss of all known regulators of PVN/SON development - Sim1, Arnt2, Otp,
Brn2 and Sim2 - in mice result in perinatal lethality. The severe PVN/SON defects
found in mutants, such as Sim7 or Ofp, might underlie their lethality. In contrast,
Sim1*" mice survive and develop early onset obesity, with increased linear growth,
hyperinsulinemia, and hyperleptinemia. These mice are hyperphagic, even before
they show increased weight gain [32, 33]. A balanced translocation interrupting SIM1
was found in a child with a similar phenotype [34]. Like Sim1""mice, this child had
early onset obesity, increased linear growth, and a voracious appetite, suggestive of
hyperphagia. Mouse models suggest that SIM1 haploinsufficiency is responsible for
the obesity in this child. The description of morbid obesity in children with
chromosomal deletions in the 6q16 region, which contains SIM1, further strengthens
this conclusion [35,36,37]. Interestingly, a genome-wide search for childhood obesity
traits has shown significant linkage on chromosome 6922-923, near the SIM17 locus
[38]. The mechanisms underlying the hyperphagia associated with Sim1
haploinsufficiency are still under investigation. One possibility is that dysfunction of
the PVN causes this hyperphagia (fig. 1). This dysfunction could be of developmental
origin. Indeed, the PVN of Sim1*™" mice is hypocellular, containing 24% fewer cells
[32]. However, since Sim1 and its dimerizing partner Arnt2 are expressed
continuously in the postnatal PVN, the possibility that Sim7 controls food intake

physiologically is not excluded.

Brn2 is also expressed in the postnatal PVN/SON. The regulation of Crh
expression by Brn2 in cultured cells and the fact that Avp and Ot mRNA levels are
reduced in Brn2-heterozygous mice raise the possibility that Brn2 participates in
physiological processes by controlling the expression of these effectors dynamically
[15, 16]. However, overexpression of Brn2 in the PVN using adenoviral vectors does
not affect expression levels of Avp and Crh [39]. Also, the expression of Brn2 is not
changed in a stress model associated with increased production of CRH [40].
Nevertheless, the possibility that Brn2 regulates Crh expression in the postnatal
PVN/SON in response to specific stimuli needs further exploration. For instance, it

has been shown that Brn2 overexpression is not sufficient per se to induce CRH
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expression but is required for retinoic-acid-induced CRH expression in a

neuroblastoma cell line [41].

Sf1 mice can be rescued from adrenal insufficiency at birth by corticosterone
replacement or adrenal transplantation [29]. These rescued mice show increased
weight gain by 8 weeks of age and eventually weighed almost twice as much as wild-
type controls. Sf1”" mice are not hyperphagic but show decreased locomotor activity.
This model will be useful for the dissection of the role of VMN in the regulation of

energy balance.

ESTABLISHMENT OF CIRCUITRIES

During development, attractive and repulsive cues guide axons towards their
targets. Very little, however, is known about the molecules that guide hypothalamic
axons. Recent studies have shed some light on how one set of axons, those
originating from GnRH neurons, reach their target. GnRH neurons originate from the
olfactory epithelium, migrate following olfactory/vomeronasal axons and settle in a
continuum from the olfactory bulbs to the hypothalamus. Specification and migration
of GnRH neurons has been reviewed elsewhere and will not be further discussed
here [1]. The majority of GnRH neurons projects to the median eminence (ME).
Explant and transplantation studies indicate that the ME produces a diffusible
attractive signal for GnRH axons [42]. A prototypical guidance molecule is netrin-1, a
secreted protein that attracts axons by interacting with its receptor DCC. Netrin-1 is
produced in medial areas flanking the third ventricle in which GnRH axons progress
as well as in the prospective ME, whereas GnRH neurons express DCC [43]. Loss of
netrin-1 or DCC reduces dramatically the number of GnRH axons that reach the ME,
suggesting that netrin-1 is a major cue for the guidance of these axons towards their
target [43]. In contrast, CRH and AVP axons grow normally into the ME and posterior
pituitary, respectively, of these mutants. Previous studies have established that
dopaminergic, GHRH, and SS neurons restrict their projections to certain subregions
of the ME (reviewed in [44]). Altogether, these observations suggest the existence of
a complex network of cues produced by distinct domains of the prospective ME that

each attracts different sets of hypothalamic axons.
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Whereas axon projections to the ME and infundibulum are established by the
time of birth in rodents, recent studies indicate that this is not the case for all
hypothalamic projections. Bouret et al. [45] have found that ARC projections to the
PVN, lateral hypothalamic area, and the dorsal medial nucleus develop during the
first 2 weeks of postnatal life in mice. These ARC projections are critical mediators of
the action of leptin on food intake. The fact that these projections are not yet
completely developed at this stage of life might explain the insensitivity of the
neonatal hypothalamus to the massive surge of leptin levels observed during the first
week of life in rodents [46]. Interestingly, Bouret et al. [47] found that leptin actually
acts as a trophic signal that stimulates ARC axon outgrowth. More specifically, the
density of ARC projections to the PVN, lateral hypothalamic area, and dorsal medial
nucleus is decreased in leptin-deficient mice during the first 2 weeks of life, before
weaning, and remains so in adulthood. Administration of leptin during the first 2
weeks, but not later in life, increases the number of ARC projections in leptin-
deficient mice, which results in decreased food intake in the long term. Obesity

secondary to leptin deficiency thus appears to involve a developmental component.

Interspecies comparisons of various features of neural development indicate
that the brain of newborn mice is immature, corresponding to that of human fetuses
at the beginning of the third trimester of pregnancy [48,49,50]. From a clinical point of
view, factors that modulate levels of leptin in human fetuses or premature babies
would thus be predicted to affect the development of ARC projections, with the
potential of having long-lasting effect on energy balance. Alternatively, the
development of these ARC projections after birth could represent a conserved
feature of mammalian development, also present in humans, that defines a phase
during which food intake would not be subjected to the same regulatory circuitries
than later on, possibly reflecting the need to maximize food intake in the immediate

postnatal period.

Projections of parvocellular OT neurons of the PVN to the dorsal vagal
complex, a group of brainstem nuclei that comprises the dorsal motor nucleus of the
vagus and the nucleus of the solitary tract, also increases during the first 2 weeks of
postnatal life in rodents [51]. These axons have also been shown to mediate in part

the effect of leptin on food intake [52]. An interesting possibility will be that the
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development of these projections is also stimulated by leptin during the first weeks of
life. A functional correlate of the immaturity of this circuit has been proposed by
Rinaman [51]. There is good evidence that OT-containing projections from the PVN
to the dorsal vagal complex are required for the anorexic response that accompanies
dehydration [53]. Interestingly, this response does not emerge until after the first 2

weeks of postnatal development, possibly because of the lack of OT projections [51].

IMPRINTING AND HYPOTHALAMIC DEVELOPMENT

Analysis of chimeric embryos and mice containing normal and uniparental
cells have shown that parthenogenetic (complete maternal disomy) and androgenetic
(complete paternal disomy) cells contribute to complementary regions of the brain
[54, 55]. Although at 10 days of embryonic development, androgenetic cells appear
widely distributed in the brain of chimeras, they subsequently become restricted to
the hypothalamus. Conversely, parthogenetic cells are progressively excluded from
the hypothalamus during development of chimeric brains, while they are found
abundantly in the cortex. The stage during which these complementary distributions
of uniparental cells are established coincides with the proliferation and differentiation
of hypothalamic neural cells. This observation suggests that paternal expression of

some genes is required for development of the hypothalamus.

Interestingly, at least two genes with monoallelic expression from the paternal
allele, Peg3 and Ndn, might be required for the development of the hypothalamus.
Peg3 is a critical regulator of several apoptotic pathways. Loss of the paternal copy of
Peg3 in mice causes a decrease of activation of the sympathetic nervous system,
presumably via the hypothalamus, that is associated with lower core body
temperature and metabolic activity as well as with an increase of white and brown
adipose tissue [56]. Peg3 is expressed at high levels during the development of
several regions of the hypothalamus that regulate energy balance. It is thus tempting
to speculate that the loss of Peg3 disrupts normal hypothalamic development through

its role in apoptotic pathways, leading to a cascade of energy balance dysfunctions.
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NDN (encoding necdin) and MAGEL?2 are two of four protein-coding genes lost
in individuals with Prader-Willi syndrome (PWS), a sporadic chromosome deletion
disorder characterized by hypothalamic dysfunction with hyperphagia and severe
obesity [57]. Necdin and MAGEL2, which are part of a multiprotein family related by a
MAGE homology domain, are expressed in hypothalamic areas, such as the ARC
and PVN, that are involved in the regulation of energy balance [58,] [59]. Lee et al.
[60] have recently found that necdin physically interacts with components of the
centrosomes, which play a role in organizing microtubules during axonal outgrowth.
As it might be expected from this observation, axons from necdin-null neurons
elongate more slowly and are less bundled when grown in culture and several axonal
tracts are reduced or misrouted in the brain of necdin-null embryos [60]. These
interesting observations raise the possibility that the hypothalamic dysfunction of
PWS patients is caused by abnormal axonal connections. Hypothalamic axonal
defects were not described in these mice, possibly because these projections do not
form easily detectable bundles. Their visualization requires specific labeling, the use
of which has not yet been reported. Another possibility is that MAGEL2 plays a
similar role during development and that disruption of hypothalamus connections are
observed only when both necdin and MAGEL2 expression is lost, explaining the lack
of single mutations in PWS. Of note, necdin physically interacts with BBS4, one of
the several genes mutated in Bardet-Biedl syndrome, raising the possibility that
similar axonal defects exist in this condition also characterized by early onset obesity
[60]. Finally, a decrease of OT and GnRH cells has been observed in hypothalamus
of Necdin-mutant mice, also possibly contributing to PWS phenotype [61].

Although loss of these genes individually does not have a dramatic effect on
hypothalamic development, it is possible that the combined loss of several genes that
are only expressed from the paternal allele, as found in parthenogenetic cells, could
have more severe consequences, explaining the absence of these cells in chimeric
hypothalamus late during development. Why then are imprinted genes required for
hypothalamus development? One theory interprets imprinting as a tug-of-war
between the interests of each parent through their genome [62]. Paternally derived
alleles would enhance the offspring's own fitness, favoring greater maternal

investment whether or not this investment occurs before or after weaning. In the
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context of this theory, building a functional hypothalamus would allow optimal growth

and survival of offspring, which is to the advantage of the father.

CONCLUSION

The study of hypothalamus development can foster insight into critical
physiological processes and their disorders, as it has been shown for other regulatory
centers of homeostasis such as the pituitary and pancreas [63, 64].First, pathways
that control differentiation, especially at the later stages, can be maintained in mature
cells for the regulation of physiological effectors, like hormones or neurotransmitters,
representing critical targets for therapies. Second, subtle developmental defects
affecting the number of hypothalamic cells, their differentiation, or their axonal
projections have the potential of causing metabolic and physiological disorders which
can be isolated and expressed relatively late in life. As discussed in this review,
instances of developmental defects of the hypothalamus affecting energy balance
have been reported. We predict that disruption of hypothalamic development can
also cause other phenotypes, such as high blood pressure or abnormal responses to
stress, that are not as readily detectable as dysregulation of energy balance in animal
models. Given that small groups of hypothalamic neurons like the PNV or ARC can
participate in the regulation of multiple homeostatic processes, we would also predict
that disruption of a single developmental pathway could generate several phenotypes

that may coexist in an animal model or in a patient.
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Figure 1. Structural and functional relationship between hypothalamic nuclei.
The paraventricular (PVN) and supraoptic nuclei contain magnocellular neurons (in
red), producing either OT or AVP, that project to the posterior pituitary. The PVN also
contains parvocellular neurons (in blue) that project to the medial eminence (ME)
where they secrete a number of factors, including TRH and CRH, that are taken up
by the small vasculature of the ME and transported to the anterior pituitary. These
factors modulate secretion of anterior pituitary hormones. A second population of
parvocellular neurons project to preganglionic neurons of the autonomic nervous
system. The ARC, which is located just dorsal to the ME, projects axons to the PVN,
the dorsal median nucleus (DMN) and the lateral hypothalamic area (LHA), whereas
the ventromedial nucleus (VMN) projects to several intra- and extrahypothalamic
sites. The adiposity signal leptin reduces food intake at least in part by acting in the
ARC. ARC neurons expressing Npy/Agrp and Cart/Msh project to the PVN [65, 66].
Electrophysiological studies have shown that individual neurons within the PVN are
capable of detection and integration of the NPY and MSH signals [67]. Leptin
decreases the expression of Npy and Agrp transcripts in medial cells and increases
the expression of Cart and Msh transcripts in lateral cells of the ARC [65]. Genetic
and physiological studies indicate that both NPY and AgRP increase food intake and
decrease energy expenditure [68,69,70,] whereas CART and MSH, which is derived
from POMC, have the opposite effects [71, 72]. These changes of expression are
expected to generate a similar physiological response as that of leptin - decrease of

food intake and increase of energy expenditure.

Figure 2. Transcriptional regulation of anterior hypothalamic development.
SIM1:ARNT2 and OTP function in parallel to control the development of virtually all
neurons of the PVN/SON, of TRH-producing neurons of the preoptic region and of
SS-producing neurons of the anterior periventricular nucleus, which is located
ventrally contiguous to the PVN. These two complexes are required to maintain Brn2
expression, which, in turn, directs the development of CRH-, OT- and AVP-producing
neurons of the PVN and SON. SIM1:ARNT2 and OTP also act upstream of SIM2 for
the development of subsets of TRH cells located in the PVN and preoptic region and

of SS cells found in the anterior periventricular nucleus.
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Figure 3. Transcriptional regulation of arcuate nucleus development. Nkx2.1
functions early during development to specify the ventral anlage of the caudal
hypothalamus, which includes the ARC. Hmx2 and Hmx3 together act upstream of
Gsh1 for the expression of GhRH, whereas Ofp is required for Ss expression in the
ARC.
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Figure 1. Structural and functional relationship between hypothalamic nuclei.
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Figure 2

Figure 2. Transcriptional regulation of anterior hypothalamic development.
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Figure 3

Figure 3. Transcriptional regulation of arcuate nucleus development.



