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J'ai passé tellement de temps a chercher

Que je n’en ai plus eu assez pour trouver...






Le travail présenté dans cette thése a été intégralement effectué entre Octobre 2014 et Mai 2018
a l'Institut des Neurosciences Cellulaires et Intégratives de Strasbourg (Université de Strasbourg,
France) dans I'équipe « Mélatonine et Rythmes Saisonniers » dirigée par le Docteur Valérie
SIMONNEAUX. Il a été fait sous la direction du Docteur Paul KLOSEN, et le conseil scientifique du
Docteur Valérie SSIMONNEAUX.

Pour cette thése, j’ai bénéficié d’'une bourse de these de 3 ans du Ministére de I'Enseignement
Supérieur et de la Recherche et par un complément couvrant 6 mois supplémentaires provenant du
Financement ANR Répramide

Ce travail de recherche a abouti a la préparation et la publication de 3 manuscrits scientifiques :

- Milesi S., Simonneaux V., Klosen P. (2017), “Downregulation of Deiodinase 3 is the earliest
event in photoperiodic and photorefractory activation of the gonadotropic axis in seasonal
hamsters”, Scientific Reports 7(1): 17739

- Milesi S., Simonneaux V., Klosen P. (2018), “Seasonal Control of the GnRH Neuronal Network
as a Means of Uncovering Novel Central Mechanisms Governing Mammalian Reproduction”, The
GnRH Neuron and its Control. Ed. Prof Allan E Herbison FRSNZ, University of Otago, New Zealand &
Prof Tony M Plant, University of Pittsburgh, USA. (manuscript révisé et accepté, publication prevue
en Avril 2018)

- Cazarez Marquez F., Milesi S., Laran-Chich M.P., Klosen P., Kalsbeek A., Simonneaux V.
(2018), Kisspeptin and RFRP3 modulate body mass in the Phodopus Sungorus via two different

hypothalamic pathways, Journal of Neuroscience (soumis)
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1) Introduction

La rotation de la terre autour du soleil entraine des changements annuels environnementaux.
Cette alternance des saisons oblige les organismes a adapter leurs fonctions biologiques pour
améliorer la survie des individus et de I'espece. Ainsi, de nombreux mammiféres présentent des
variations saisonnieres de leurs activités reproductrice et métabolique. Il existe deux mécanismes
pour adapter I'activité biologique aux changements saisonniers de I'environnement. Le premier est
I'induction de modifications sous le controle d’un facteur environnemental synchronisateur. Le
principal synchroniseur saisonnier est le changement annuel de la durée du jour sur 24h
(photopériode), traduit en production nocturne de mélatonine par la glande pinéale, avec une durée
plus longue en hiver (photopériode courte SP) qu’en été (photopériode longue LP). Chez les rongeurs
saisonniers, le long pic nocturne de mélatonine en SP inhibe I'activité de reproduction. Le deuxiéme
mécanisme est une régulation endogéne de ces variations physiologiques qui permet a I'organisme
d’anticiper les changements annuels de I'environnement. Il existe essentiellement deux systemes de
régulation endogéne : I'un est cyclique et s’exprime sur plusieurs périodes proches d’'une année en
absence de synchronisateurs environnementaux (rythme circannuel) ; I'autre, plus simple, consiste
en une réactivation du phénotype LP alors que les animaux sont maintenus en SP pendant une
longue durée (période photoréfractaire). A I'heure actuelle, les mécanismes controlant ces variations
endogenes sont inconnus.

Des travaux récents ont identifié des sites cellulaires et des acteurs moléculaires régulés de facon
différentielle selon que les individus soient maintenus en SP ou en LP, conduisant a I'élaboration
d’une voie neuroendocrine hypothétique reliant les changements de photopériode aux changements
d’activité reproductrice (Dardente et al., 2014a; Hazlerigg and Simonneaux, 2015; MILESI et al.,
2018). En LP, la pars tuberalis de I'adénohypophyse (PT) produit de I'hormone thyréostimulante
(TSH) qui se lie sur ses récepteurs localisés sur les tanycytes (cellules gliales spécialisées bordant la
partie ventrale du 3™ ventricule). L’activation du récepteur TSH tanycytaire augmente I'expression
de la Désiodinase 2 (DIO2, convertissant la T4 en T3), diminue celle de la Désiodinase 3 (DIO3,
catabolisant T3 et T4 en métabolites inactifs) et diminue celle du transporteur MCT8 qui transfere T3
et T4 du sang vers le cerveau. Ceci conduit a une augmentation locale de T3 dans I’hypothalamus
médiobasal (Barrett et al., 2007; Dardente et al., 2003; Klosen et al., 2013) qui est supposée stimuler
I’expression des neuropeptides RFamides kisspeptine (Kp) et RFRP3 connus pour contréler I'activité
des neurones a GnRH et en aval I'axe hypophyso-gonadotrope (Ancel et al., 2012; Klosen et al., 2013;
Revel et al., 2006a).

Les objectifs de mon projet de these étaient 1) de valider la voie neuroendocrine liant les
variations photopériodiques de mélatonine a celles de la reproduction par une analyse dynamique
des divers éléments moléculaires impliqués, 2) de déterminer si le phénomene de réactivation
endogéne photoréfractaire partage tout ou une partie de cette voie, 3) d’analyser I'implication de

certains neuropeptides RFamides dans la réactivation photopériodique de la reproduction et 4) de
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chercher de nouveaux acteurs potentiels intervenant dans la régulation saisonniére de la Dio3 et plus
généralement de la reproduction. Ces études ont été menées chez deux espéces de rongeurs
saisonniers photopériodiques : le hamster syrien (Mesocricetus auratus) et le hamster djungarien

(Phodopus sungorus).

) Analyse dynamique des évenements moléculaires et hormonaux impliqués dans
I’activation photopériodique de I'activité de reproduction

Les hamsters males ont été maintenus pendant 10 semaines en SP (8h jour : 16h nuit) pour
inhiber leur axe reproducteur, puis ont été transférés en LP (16h jour : 8h nuit) pour induire une
réactivation photopériodique. Les animaux ont été analysés a différents moments entre le début et
jusqu’a 6 semaines apres ce transfert (ou ils sont totalement adaptés a la LP) auxquels, j’ai mesuré
I'activité de I'axe gonadotrope (LH et FSH, poids des testicules et des vésicules séminales) et analysé,
par hybridation in situ non radioactive, les niveaux d’expression des génes codant pour la TSH dans la
PT; les DIO2, DIO3 et MCT8 dans les tanycytes; et les neuropeptides Kp et RFRP3 dans
I’hypothalamus médiobasal.

De fagon inattendue, la premiére réponse observée est une diminution de I’expression de DIO3
dés la 1% semaine aprés le transfert en LP. Ensuite, a partir de la 4°™ semaine |’expression de MCT8
est diminuée tandis que la FSH et le poids des organes sexuels sont augmentés, attestant d’une
activation de I’axe gonadotrope. L'expression des genes codant pour la TSH, la DIO2 ou les
neuropeptides Kp et RFRP-3 n’est modifiée qu’a partir de la 6éme semaine, soit apres |’activation de
I'axe gonadotrope. Une dynamique similaire est observée chez les deux especes de hamsters,

suggérant que les phénomeénes observés sont conservés.

) Analyse dynamique des événements moléculaires et hormonaux lors de la réactivation
endogeéne photoréfractaire (indépendante de la mélatonine) de la reproduction

Les hamsters males ont été maintenus en SP pendant 24 semaines pour permettre la réactivation
endogéne, puis j'ai analysé la voie neuroendocrine d’animaux prélevés a différents moments entre
12 et 24 semaines d’exposition a la SP. De nouveau, chez les deux espéces de hamsters, la premiére
modification observée est une diminution de DIO3 & la 14°™ semaine, suivie a la 20°™ semaine
d’une baisse de I'expression du transporteur MCT8 et une activation des gonades. L'expression de la
TSH et de la DIO2 n"augmentent qu’a partir de la 24°™ semaine (hamster djungarien) ou aprés ce
laps de temps (hamster syrien). Le nombre de neurones a Kp et RFRP augmente a partir de la 24°™
semaine chez les deux especes.

En conclusion, ces deux études sur la dynamique de la réactivation photopériodique et endogene
de I'axe hypothalamo-hypophysio-gonadique posent des questions par rapport a la voie
neuroendocrine proposée jusqu’a présent pour expliquer I'activation saisonniéere de ['axe

reproducteur et démontrent pour la premiéere fois une inhibition précoce de I'expression de DIO3,
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indépendante de changements notables de TSH et accompagnée d’un maintien initial du transport
des hormones thyroidiennes vers I’lhypothalamus. Ces deux conditions pourraient étre suffisantes a
la création d’un pic de T3 hypothalamique conduisant a I'activation gonadique, puisque la
stimulation de la voie TSH-DIO2-neuropeptides reproducteurs est postérieure a cette activation.
Ainsi, mes résultats confirment I'implication du métabolisme thyroidien hypothalamique dans les
mécanismes de réactivation saisonniére de la reproduction et suggérent un réle inédit d’une
inhibition précoce de la DIO3, qu’elle soit induite par la lumiere ou de facon endogéene. Par contre, ils
posent des questions non seulement par rapport au le réle initiateur du systéme TSH/DIO2 mais aussi
par rapport a la place des régulateurs Kp et RFRP dans [l'activation saisonniére de I’axe

reproducteur.

IV) A la recherche du rdle des peptides RFamides dans le contrdole saisonnier de la
reproduction

a) Quelestle role du RFRP3 dans la réactivation photopériodigue de la reproduction

D’aprées la littérature, les neuropeptides Kp et RFRP3 sont des chainons indispensables de la
réactivation saisonniere de la reproduction, puisqu’ils sont régulés photopériodiquement et que leur
administration centrale réactive I'axe reproducteur chez des animaux photoinhibés. Cependant, mes
résultats précédents mettent en cause le réle de ces neuropeptides dans l'initiation de la réactivation
photopériodique/photoréfractaire de la reproduction, puisque leurs niveaux d’expression ne
changent qu’apres |'activation de I'axe gonadotrope. J’ai donc évalué si le RFRP3 est indispensable a
la réactivation de la reproduction saisonniére. Pour cela, j'ai infusé chroniqguement un antagoniste du
récepteur au RFRP3 (le RF3286, généré et validé par le Dr F. Simonin, ESBS, Strasbourg) ou son
véhicule au moment de la réactivation photopériodique du hamster syrien male par un transfert de
SP a LP. Aprés 6 semaines en LP activatrice, le poids des testicules et des vésicules séminales étaient
augmentés de facon similaire chez animaux traités et contrdles, malgré une surexpression de Kp dans
le noyau arqué des premiers. Il est possible que la dose utilisée ne soit pas pertinente ou que
I’antagoniste ne soit pas suffisamment sélectif du récepteur au RFRP3. Néanmoins, |'augmentation
de I'expression de Kp uniquement chez les animaux traités au RF3286 atteste de son activité. Ceci
suggere que le RFRP3 n’est pas essentiel ou suffisant a la réactivation photopériodique de la
reproduction. Alternativement, I'absence du RFRP3 pourrait étre compensée par la surexpression de

Kp.

b) Y a-t-il un autre neuropeptide saisonnier capable d’induire la réactivation photopériodique

de la reproduction ?

La famille des RFamides comprend 5 groupes de peptides (Quillet et al., 2016). En plus des RFRP3
et Kp, un troisieme neuropeptide a été proposé pour agir sur les axes métaboliques et reproducteurs,

le pyroglumatyl related peptide (QRFP ou 26Rfa) (Chartrel et al., 2005, 2016). Le 26RFa est exprimé
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dans I’hypothalamus latéral et ventromédian et stimule la prise alimentaire et I'axe reproducteur
(Chartrel et al., 2016; Patel et al., 2008). Aucune information sur son expression saisonniére n’étant
publiée, j'ai déterminé s’il présentait des variations photopériodiques de son expression chez les
hamsters syriens et djungariens. Je n’ai trouvé aucune différence d’expression saisonniére ni par
hybridation in situ ni par PCR quantitative, suggérant que ce peptide n’intervient pas dans la
régulation des fonctions saisonniéres.

En conclusion, mon étude pharmacologique remet en question I'importance du role du RFRP3
dans la réactivation de la reproduction saisonniére, et mon étude neuroanatomique suggere que le

26Rfa n’intervient pas dans la physiologie saisonniere.

V) Recherche de régulateurs potentiels des changements saisonniers précoces de la
Désiodinase 3

Récemment, une régulation saisonniere du morphogene Sonic Hedgehog a été montrée dans
I’'hypothalamus de mouton (Lomet et al.,, 2017). De facon intéressante, Sonic Hedgehog est
également connu pour inhiber DIO3 dans certains cancers (Dentice et al., 2007). Par ailleurs,
I’activation saisonniere de la reproduction est connue pour partager certains génes régulateurs avec
la puberté. Le gene Kiss1 par exemple est surexprimé lors des deux phénomenes (Ansel et al., 2011;
Kauffman et al., 2007a). MKRN3 et EAP1 sont des facteurs de transcription impliqués dans la puberté.
J'ai étudié I'expression de I’'ensemble de ces génes d’intérét dans I’hypothalamus de hamsters syriens
adaptés en SP ou LP par PCR quantitative. Je n’ai pu mettre en évidence aucune différence
photopériodique de I'expression de ces genes, suggérant qu’ils ne sont probablement pas des
régulateurs saisonniers de la DIO3.

Jai également examiné la cinétique d’expression de deux autres candidats possibles, la
somatostatine et la chromogranine A. L'expression de la somatostatine dans |’hypothalamus
présente une régulation saisonniere chez le hamster djungarien et ses récepteurs SST2(a) sont
présents sur les tanycytes (Klosen et al., 2013). L'expression de la chromogranine A dans la PT du le
mouton est saisonniére avec une évolution inverse de celle de la TSH (Wood et al., 2015). Jai
confirmé par hybridation in situ I'expression saisonniére de ces deux genes, mais I'analyse de leur
cinétique indique qu’ils sont inhibés 6 semaines apres la DIO3, suggérant que ces deux facteurs ne
peuvent pas étre des régulateurs précoces de la DIO3.

VI) Discussion et conclusion générale

L'analyse cinétique des processus de réactivation photopériodique et endogéne de la
reproduction m’a amené a remettre en cause la voie moléculaire et cellulaire hypothétique
précédemment établie. Mes études suggérent qu’un pic de T3 pourrait survenir suite a I'inhibition
précoce de son catabolisme par la DIO3 couplé a un transport maintenu par MCT8. A cause de leur
activation tardive, le réle des neuropeptides Kp et RFRP3 est aussi remis en question : sont-ils des

acteurs indispensables ou des modulateurs de I’activation saisonniére de la reproduction ? Je
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propose que l'activation photopériodique de la reproduction implique deux voies (Figurel): Une
premiére voie rapide dépendante du pic de T3 créé par I'inhibition précoce de la DIO3 tanycytaire, la
T3 pouvant agir de maniére autocrine sur les tanycytes au niveau de I'éminence médiane pour
stimuler directement la sécrétion du GnRH. Dans un deuxiéme temps, une voie TSH-DIO2-Kp/RFRP3
s’activerait de facon plus tardive afin de supporter et stabiliser I'activation par la premiere voie. Dans
le cas de l'activation endogene photoréfractaire de la reproduction, seule la premiére voie
dépendante de la DIO3 serait impliquée puisque, selon I'espéce de hamster, la voie TSH/DIO2 est peu
ou pas activée. Mes résultats posent de nouvelles questions sur les mécanismes activant la DIO3, en
particulier s’ils dépendent d’une action directe ou indirecte de la lumiére ou de la mélatonine et sur
le systéme qui déclenche le moment de I'activation photoréfractaire, DIO3 dépendante, de la
reproduction. Toutes ces questions devront étre étudiées dans le futur afin d’améliorer la
connaissance du controéle saisonnier de I'axe reproducteur, et j’ai initié des expériences dans ce but.
J'ai fait des prélevements d’explants hypothalamiques de hamsters a 3 moments particuliers de Ila
régulation de DIO3 sur lesquels je prévois d’'une part, de doser les hormones T3 et T4 afin de
confirmer notre hypothése d’un pic de ces hormones, et d’autre part, de faire une analyse
transcriptomique par ARN-Seq afin d’identifier de nouveaux régulateurs saisonniers de DIO3 qui
pourront étre sélectionnés a I'aide d’une analyse du promoteur du gene DIO3. Enfin, la technique
CRISPR-CAS9, qui est en cours de développement dans notre équipe, devrait permettre de déléter
des genes candidats chez les hamsters afin de vérifier leur implication dans la régulation saisonniere

de la reproduction.
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Figure A : Nouveau modele de travail de la régulation photopériodique de I'activité reproductrice

incluant les nouvelles informations acquises pendant ma thése

Fleéches vertes : stimulatrices, fleches rouges : inhibitrices, fleches en pointillés : hypotheses,
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1) Importance des Rythmes Biologiques

a) Contexte environnemental

Automne

LD=8/16h

LD=16/8h

LD=12/12h

Printemps

Figure 1 : orbite terrestre autour du Soleil,

Inclinaison de I'axe de la terre 23°, LD=lumiére obscurité

La terre tourne autour du soleil en respectant non pas un cercle parfait, mais une ellipse. De plus
elle tourne sur elle-méme avec une inclinaison de I'axe d’environ 23° (Fig. 1). Ceci entraine des
changements environnementaux cycliques dont la période est égale a la durée d’un tour de la terre
autour du soleil, c’est-a-dire proche d’une année: ce sont les saisons. Les changements
environnementaux sont de différentes natures. L'inclinaison de I'axe de rotation de la terre entraine
des changements de la durée de la phase lumineuse quotidienne, appelé photopériode, de la qualité
spectrale et de la température. Ceci entraine des changements environnementaux saisonniers
secondaires, tels que des changements de disponibilité alimentaire et des changements de
prédation. Plus la latitude sera élevée, plus ces changements seront marqués. Les animaux
incapables de migrer afin de trouver un climat optimal vont adapter leur physiologie a
I’environnement qui les entoure afin d’optimiser leur survie ainsi que celle de leur descendance. Pour
cela, ils peuvent modifier différents parametres biologiques. Le premier sera la modification des
spécificités du pelage qui leur permettra d’affronter le froid en hiver. lls adapteront aussi leur
métabolisme afin de pallier au manque de nourriture. Pour cela, ils seront capables de moduler leur
prise alimentaire, leur métabolisme de base et leur température corporelle. Certaines especes sont

méme capables d’entrer dans un état de dormance contrélée, appelé torpeur ou hibernation.
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b) Pourgquoi étudier les rythmes saisonniers de la reproduction ?

Le but des recherches en saisonnalité est notamment de mieux comprendre comment les
changements saisonniers contrélent les changements de I'activité reproductrice. L'apport de ces
nouvelles connaissances dans le milieu est crucial par différents aspects. Dans un premier temps,
elles ont un enjeu socioéconomique majeur. En effet, de nombreuses espéces saisonnieres sont
aujourd’hui utilisées en agriculture. Ainsi, il y a par exemple les ovins en Europe ou les dromadaires
au Maghreb. L'optimisation de leur reproduction permet une optimisation de la production agricole
et alimentaire (lait + viande). Elle est aussi importante au niveau écologique, car de nombreuses
especes sont en voie de disparition, a cause du réchauffement climatique, du changement de leur
habitat naturel, mais aussi a cause de difficultés de reproduction liées entre autres a la saisonnalité
qui entraine une inhibition de la reproduction sur une partie de I'année. Une meilleure connaissance
de cette derniere permettrait peut-étre une augmentation des naissances afin de consolider la
population des espéeces en danger. La reproduction saisonniéere est également un modeéle unique ou
on peut inhiber volontairement et physiologiquement la reproduction via la photopériode, ce qui
permet une étude plus facile et économique des voies de régulation de I'axe reproducteur, puisqu’il
n’y a ni besoin de créer d’animaux transgéniques ni besoin d’utiliser des agents pharmacologiques.
Enfin I'étude de la reproduction saisonniere permet une amélioration des connaissances

fondamentales en physiologie animale.

c) Définition d’un rythme biologique

Un rythme est selon le Larousse « le retour, a des intervalles réguliers dans le temps, d'un fait, d'un
phénomene ». Un rythme biologique est donc la répétition d’'un phénoméne biologique, d’une durée et
d’un motif donné. Si ce rythme est maintenu sans qu’un événement environnemental ne I'induise, ce
rythme sera endogéne. Plusieurs parameétres caractérisent un rythme biologique (Fig. 2) :

- La période représentant la durée entre deux événements identiques du cycle

- Le mésor correspondant a la moyenne de la variable biologique

- L'acrophase et la batyphase correspondant respectivement au temps a laquelle la valeur de la
variable biologique est la plus haute ou la plus basse du cycle biologique

- L'amplitude représentant I'écart maximal entre le mésor et I'acrophase ou la bathyphase

Un rythme biologique présentant une période de 24 heures est appelé « rythme journalier ou
nycthéméral » et un rythme présentant une période d’'une année est appelé « rythme annuel ou
saisonnier ». Ces rythmes sont en phase avec les changements cycliques de I'environnement, notamment
les rythmes de lumiére (durée, intensité, qualité spectrale..), mais aussi de température et de disponibilité

alimentaire.
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Figure 2 : Description d’'un rythme biologique,

d) En quoiles rythmes biologiques sont-ils importants ?

Afin d’optimiser leur survie, les étres vivants adaptent leur physiologie et leur comportement aux
variations des conditions environnementales imposées par les cycles astronomiques. Par exemple,
afin de s’adapter aux rythmes journaliers, ils aménagent une phase d’activité et une phase de repos
synchronisées avec le cycle jour/nuit de la lumiére, de la disponibilité alimentaire, mais aussi des
facteurs sociaux (risque de prédation, nécessité de reproduction...). Dans les régions tempérées, ou il
existe de grandes variations saisonnieres de disponibilité alimentaire et de température, les étres
vivants adaptent leur physiologie a I'environnement en période défavorable en diminuant leurs
besoins énergétiques et en inhibant leur reproduction.

Cependant, bien plus qu’une simple adaptation réactive, les étres vivants sont capables
d’anticiper les changements cycliques de I’environnement notamment grace a des horloges
endogénes. Par exemple, le systéme circadien ajuste I'augmentation des concentrations circulantes
de I’lhormone thyroidienne et du cortisol juste avant I'apparition de la phase d’activité, ce qui permet
la préparation de I'organisme a I'éveil et d’anticiper la phase active (Krieger et al., 1979; Van Cauter
et al., 1981). Les changements saisonniers peuvent également étre anticipés par exemple chez le
mouton au niveau de la fonction de reproduction. Comme la gestation dure 5 mois chez le mouton,
son activité reproductrice est activée en automne et en hiver afin que la progéniture puisse naitre

lors des périodes favorables au printemps et en été (Arendt et al., 1983).
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e) Lasaisonnalité au travers des espéces

i) L’adaptation aux saisons est différente d’une espéce a I'autre

L’adaptation des espéces a leur environnement saisonnier peut étre plus ou moins développée en
fonction de leur localisation géographique ou de leur capacité a s’affranchir de leur environnement.
Ainsi, I'homme contréle son environnement et en particulier les marqueurs saisonniers que sont la
lumiere, la température et les apports alimentaires. Néanmoins, il existe encore de réelles variations
saisonniéres chez I’humain puisque 4000 ARNm du transcriptome présentent des variations
saisonniéres dans les leucocytes et le tissu adipeux (Dopico et al., 2015). Ces changements
transcriptomiques pourraient étre liés aux changements saisonniers de I'humeur (Meesters and
Gordijn, 2016), de la concentration de testostérone (Stanton et al., 2011) ou encore de la pousse du
cheveu (Randall, 2008). Il en est de méme pour les espéces commensales a I'homme telles que les
rats et les souris, qui profitent de I’environnement créé par I’homme (Ono et al., 2008).

La plupart des especes présentent cependant de grandes variations saisonniéres de leurs
fonctions biologiques. Deux groupes d’especes se distinguent en fonction de leur physiologie
saisonniere :

- Les espéces saisonniéres circannuelles, telles que le hamster européen (Cricetus cricetus) et
le mouton (Ovis aries), qui montrent une synchronisation de leurs fonctions biologiques avec les
saisons, et qui continueront a exprimer des rythmes endogénes avec une période différente, mais
proche d’une année, s’ils sont placés en conditions environnementales constantes (Ducker et al.,
1973; Masson-Pévet et al., 1994a). A I'heure actuelle, la localisation et le fonctionnement de I'(des)
horloge(s) circannuelle(s) responsable(s) de cette rythmicité endogéne est/sont mal connus. Chez ces
especes, les variations saisonniéres de la photopériode permettent une synchronisation de I’horloge
circannuelle avec I'environnement (Monecke et al., 2013).

- Les especes saisonniéres photopériodiques, telles que les hamsters syriens (Mesocricetus
auratus) et djungariens (Phodopus sungorus), qui montrent des changements physiologiques
essentiellement induits par les changements saisonniers de la photopériode (Bartness and Wade,
1985; Figala et al., 1973; Logan and Weatherhead, 1978; Stetson and Watson-Whitmyre, 1986; Wade
and Bartness, 1984). Néanmoins, s’ils sont maintenus longtemps en conditions photopériodiques
inhibitrices, ils deviennent photoréfractaire a ces conditions et réactivent leurs parameétres
physiologiques observés en photopériode activatrice (Herwig et al., 2013; Schlatt et al., 1995). Pour
sortir de cet état photoréfractaire, les animaux doivent obligatoirement étre de nouveau soumis a

une photopériode activatrice (Kauffman et al., 2003).
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ii)  Parametres physiologiques saisonniers

1) La production de phaneéres est régulée de facon saisonniére.

Chez le hamster djungarien, le pelage vire du grisé en été au blanc en hiver (Duncan et al., 1985;
Kuhlmann et al., 2003, 2003; Logan and Weatherhead, 1978). Un événement similaire se produit
chez le renard arctique (Alopex lagopus) et sa proie le lievre arctique (Lepus arcticus) qui présentent
un pelage blanc en hiver et foncé en été. Ceci leur permet en hiver de se fondre dans les paysages
enneigés pour pouvoir chasser plus facilement, ou a l'inverse se protéger. La surface corporelle de
petits animaux tels que le hamster est aussi trés grande par rapport a son poids. Ceci induit de
grosses déperditions énergétiques, d’autant plus grandes si les températures sont basses. Les poils
du pelage d’hiver seront chez le renard arctique 2 fois plus longs que les poils d’été (Underwood and
Reynolds, 1980). Chez le mouton, méme si la couleur du pelage ne change pas, la qualité du pelage
sera modifiée et la production de laine sera plus importante en été qu’en hiver (Lincoln, 1990). Il en
est de méme pour les cornes dont la production sera régulée par les mémes mécanismes (Lincoln,

1990).

2) L'activité métabolique

La déperdition énergétique importante et les changements saisonniers de disponibilité
alimentaire entrainer aussi un des changements saisonniers de I'activité métabolique. Ainsi, en été
ou lI'environnement est plus généreux en nourriture, le hamster djungarien augmente sa prise
alimentaire et le poids corporel augmentera, ce qui permettra a I'animal de faire des réserves
énergétiques. A l'inverse, en hiver il diminue sa prise alimentaire de 20% et réduit de 30% environ sa
masse corporelle (Fine and Bartness, 1996; Steinlechner et al., 1983). Ceci lui permet de s’adapter
naturellement a un environnement moins riche en hiver en diminuant sa prise alimentaire tout en
utilisant les réserves effectuées pendant I'été. Afin d’optimiser ces réserves, les especes saisonniéres
ont également acquis la capacité de modifier leur dépense énergétique. En hiver, elles sont capables
de diminuer leur température corporelle et leur métabolisme de base afin de diminuer I'énergie
dépensée pour le maintien de ’homéostasie thermique (Sdenz de Miera et al., 2014). La plupart sont
méme capables d’entrer dans un état de dormance contr6lé dans lequel la prise alimentaire, le
métabolisme de base et la température corporelle sont diminués. Si cet état est maintenu pendant
plusieurs jours a plusieurs semaines il est appelé hibernation, s’il dure de quelques minutes a
quelques heures, ce sont des torpeurs. L’hibernation nécessitant des réserves énergétiques
conséquentes, les espéces hibernantes seront généralement plus massives que celles utilisant les

torpeurs (Ruf and Geiser, 2015).

3) Lareproduction
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Chez de nombreuses especes, I'activité reproductrice est également régulée par les changements
saisonniers afin de faire naitre la progéniture aux périodes favorables de I'année que sont le
printemps et I'été. En effet, a ces périodes, la nourriture abondante et les températures clémentes
assurent une croissance optimale pour la progéniture et une déperdition énergétique minimale pour
les parents. Etant donné que la durée de gestation est variable selon les especes, I'activation de I'axe
reproducteur et I'accouplement n’auront pas lieu au méme moment selon que la gestation soit
courte ou longue. Chez les especes a durée de gestation courte (hamsters, ...) ou alors proche de 12
mois (cheval), I'axe reproducteur est activé au printemps et ces animaux sont appelés des
« reproducteurs de jours longs ». C'est par exemple le cas des hamsters syriens et djungariens, qui
ont une durée de gestation inférieure a 20 jours. A I'inverse, quand la durée de gestation est proche
de 6 mois, comme par exemple chez le mouton (OVNIs Aries) ou le cerf (Creus elaphus), |'axe
reproducteur est activé en automne ou en hiver afin que la progéniture naisse au printemps ou en

été. Ce sont des « reproducteurs de jours courts ».

) Lasaisonnalité : de I'environnement a la physiologique

a) _Les facteurs environnementaux synchronisateurs

i) Le facteur clés :

Le facteur environnemental majeur qui synchronise la physiologie saisonniére est la lumiere, car
sa durée, son intensité et sa qualité spectrale varient de facon notable et reproductible au cours des
saisons.

La durée de la phase lumineuse sur 24h est appelée la photopériode. Cette derniere varie en
fonction des saisons puisqu’en hiver les jours sont plus courts qu’en été. Cette variation saisonniere
de la photopériode est le signal environnemental le plus critique pouvant induire le passage d’un état
saisonnier a un autre. Ainsi, en environnement controlé ou seule la photopériode varie, le hamster
djungarien montre des variations d’activité reproductrice (Seegal and Goldman, 1975) et de masse
corporelle (Bartness and Wade, 1985). La photopériode charniére en dessous de laquelle I'animal
aura une physiologie hivernale et au-dessus de laquelle I'animal aura une physiologie estivale est
appelée photopériode critique. Elle est différente selon les especes et, méme au sein d’'une méme
espece, selon leur localisation géographique. Chez le hamster djungarien, elle est d’environ 13
heures (Hoffmann, 1982) et chez le hamster syrien de 12,5 heures (Walton et al., 2011).

L'effet physiologique de la photopériode et de la durée de la photopériode critique peuvent

également étre modulé par des facteurs secondaires non photique.

ii)  Les facteurs secondaires :
Il existe d’autres facteurs environnementaux, tels que la température ou la disponibilité
alimentaire, capables d’influencer la physiologie saisonniére. Chez les mammiferes, leurs effets sont

moins puissants que celui de la lumiére, mais ils peuvent moduler les effets de la photopériode.
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= La température: chez les hamsters syriens placés en photopériode inhibitrice, la
température peut accélérer I'atrophie testiculaire induite par la photopériode courte sans changer
les caractéristiques du pic de mélatonine (Pévet et al., 1989)

= La disponibilité alimentaire: chez les hamsters djungariens placés en photopériode
intermédiaire (13.5h de lumiere par jour), les hamsters disposant de nourriture a volonté ont leur
activité reproductrice maintenue alors que les hamsters en privation alimentaire inhibent leur axe
reproducteur (Paul et al., 2009).

= L’historique photopériodique : au cours de I'année une méme photopériode sera présente
deux fois: une fois au printemps et une fois a l'automne (i.e.: équinoxes). Chez les hamsters
djungariens, une méme photopériode peut induire des effets opposés en fonction de la
photopériode qui précédait. Ainsi, une photopériode de 14 heures induit une régression testiculaire
chez des animaux précédemment placés en photopériode activatrice alors qu’elle induit la
recrudescence testiculaire si la photopériode précédente était inhibitrice (Prendergast et al., 2004).
Ceci indique que les animaux sont plus sensibles a la variation de photopériode qu’a la valeur absolue

de cette photopériode.

b) Décodage du message photopériodique

i) Traduction du signal photopériodique en un signal endocrine : la sécrétion de mélatonine
La variation annuelle de la photopériode est traduite en un signal endocrine formé par les

changements saisonniers de la sécrétion de mélatonine par la glande pinéale.

1) Traduction d’un signal photopériodique en un signal électrique.

Chez les mammiféres, l'information lumineuse est captée par la rétine, composée de
photorécepteurs sensibles a différentes intensités lumineuses et différentes longueurs d’onde et
responsables de la phototransduction. On retrouve parmi ces photorécepteurs les cones et les
batonnets, respectivement responsables de la vision photopique et scotopique. Cependant, en leur
absence, les souris sont toujours capables d’étre photo-entrainées malgré leur cécité (Freedman et
al., 1999). En effet, il existe un troisieme type de cellules photoréceptrices, qui est un sous type des
cellules ganglionnaires contenant un pigment photosensible appelé mélanopsine. Ces cellules ne
représentent qu’environ 2% des cellules ganglionnaires totales, mais elles prennent part a la
perception inconsciente de la lumiére et interviennent dans le contréle des parameétres autonomes
telles que la dilatation pupillaire et I'intégration photopériodique (Hatori et al., 2008). Les cellules
ganglionnaires a mélanopsine, également appelées ipRGC (intrinsically photosensitive retinal
ganglion cells) (Provencio et al., 2000), forment majoritairement le tractus rétino hypothalamique et
projettent directement au niveau des noyaux suprachiasmatiques hypothalamiques (SCN) (Fig.3) ou
elles libérent leur neurotransmetteur : le Glutamate et le pituitary adenylate cyclase-activating

polypeptide (PACAP) (Hannibal, 2002)(Fig.3).
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Figure 3 : Voie Rétino-hypothalamique et voie de contrdle de la sécrétion de mélatonine par le

SCN,

SCN= noyau suprachiasmatique, PVN= noyaux paraventriculaires de I'hypothalamus, IML= colonne intermédiolatérale

de la moelle épiniére, GCS= Ganglion cervical supérieur

2) Les noyaux suprachiasmatiques contiennent I’horloge biologique centrale.

Dans les noyaux suprachiasmatiques de I’hypothalamus (SCN) se trouve I'horloge circadienne
centrale de I'organisme. Cette horloge circadienne centrale est responsable de la synchronisation
avec l'environnement de I'ensemble des horloges secondaires, présentes dans tous les tissus de
I'organisme. Une lésion des SCN entraine une perte de synchronisation des horloges périphériques
ainsi qu’une perte de rythmicité totale de l'organisme en absence de signaux environnementaux
(Reppert et al., 1981). L’horloge est basée sur une boucle moléculaire robuste a rétrocontréle négatif
impliquant les protéines Clock, Bmal, 3 protéines Période (Perl, Per2 et Per3) et 2 Cryptochromes
(Cryl et Cry2). Les protéines Clock et Bmal s’hétérodimérisent et stimulent, en se fixant sur une
séquence Ebox dans les promoteurs, la synthese des ARN messagers, puis des protéines Période (Per)
et Cryptochrome (Cry) (Fig.4). A l'inverse, les protéines Per et Cry en s’hétérodimérisant vont inhiber
I'activité de Clock et Bmal sur la séquence Ebox (Fig.4). Cette horloge possede une période proche de
24h. En temps normal, la protéine Per2 est synthétisée pendant la phase diurne (Buhr and Takahashi,
2013). En cas de décalage horaire ou d’allongement de la photopériode, la lumiére présente pendant
la phase nocturne subjective stimulera via le tractus rétino-hypothalamique et ses
neurotransmetteurs, le glutamate et le PACAP, la transcription des génes Perl/2 originellement peu
exprimés durant cette phase (Fig.4)(Buhr and Takahashi, 2013). Per1/2 seront augmentés si la
lumiere est appliquée en début de phase nocturne, ce qui induira un retard de phase. Si la lumiére
est appliquée pendant la deuxieme partie de la nuit, seulement Perl sera stimulé et cela induira un
avancement de phase afin de resynchroniser I'horloge centrale avec I'environnement (Buhr and

Takahashi, 2013; Yan and Silver, 2004).
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Lumiére

Figure 4 : Horloge circadienne cellulaire

Fleéche rouges : Inhibitrice Per=Période, Cry=Cryptochrome, inspiré de (Buhr and Takahashi, 2013)

3) Le SCN contréle I'activité de la glande pinéale

Les SCN utilisent, entre autres, la mélatonine comme messager hormonal, afin de synchroniser les
horloges périphériques. Pour réguler la synthése de cette hormone, les SCN possédent des
efférences glutamatergiques qui stimulent les noyaux paraventriculaires (PVN) durant la nuit
subjective (Perreau-Lenz et al., 2004). A l'inverse, des efférences GABAergiques inhibent le PVN
pendant le jour subjectif (Kalsbeek et al., 1996) (Fig.3). Les neurones vasopressinergiques et
oxytocinergiques des PVN, activés durant la nuit, stimulent les neurones préganglionnaires
sympathiques localisés dans les colonnes intermédiolatérales de la moelle épiniére (Hastings and
Herbert, 1986; Smale et al., 1989; Teclemariam-Mesbah et al., 1997) (Fig.3). Ces neurones a leur tour
activent les neurones noradrénergiques des ganglions cervicaux supérieurs, qui projettent sur la
glande pinéale et libérent de la noradrénaline, un puissant stimulateur de la synthese de mélatonine,
pendant la période nocturne (Drijfhout et al., 1996; Larsen et al., 1998) (Fig.3).

Une inhibition aigué par la lumiére de la production de mélatonine est également possible. Tout
comme pour la synchronisation de I’horloge centrale avec I'environnement, la lumiére pendant la
phase nocturne stimulera les neurones GABAergiques via le tractus rétino-hypothalamique. A leur
tour, ils inhiberont les neurones ocytocinergiques du PVN et toute la voie jusqu’a inhibition de Ia
stimulation adrénergique des cellules de la glande pinéale (Kalsbeek et al., 1996; Teclemariam-

Mesbah et al., 1997).
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4) Synthése rythmique de la mélatonine

La mélatonine est synthétisée a partir de la sérotonine elle-méme dérivée du tryptophane. Le
tryptophane est importé dans les pinéalocytes grace au transporteur d’acides aminés de type T
(Slc16a10) (Gutiérrez et al., 2003). Il est rapidement converti en sérotonine qui elle-méme est
convertie par I'arylalkylamine N-acétyl transférase (AA-NAT) en N-acetylsérotonine, ensuite convertie
par I’hydroxyindole-O-methyltransférase (HIOMT) en mélatonine (fig. 5). L'enzyme limitante dans
cette cascade de réactions est la AA-NAT dont I'activité, contrairement a celle de 'HIOMT, présente
une trés grande variation journaliere. Le jour, la glande pinéale n’est pas stimulée et I'activité trés
basse de I’AA-NAT réduit la production de mélatonine. Durant la nuit, la noradrénaline, libérée sous
le controle des SCN, stimule les récepteurs B1 et al adrénergiques des pinéalocytes conduisant a une
augmentation importante de la concentration intracellulaire en AMPc, puis une activation de la
protéine kinase A. L'augmentation nocturne de I'activité de la protéine kinase A induit plusieurs voies
d’activation transcriptionnelles (uniquement chez les rongeurs), mais aussi traductionnelles et post-
traductionnelles, qui aboutissent a une augmentation tres importante (d’un facteur 10 a 100) de
I’AA-NAT et en aval de la synthése de mélatonine (Schomerus and Korf, 2005; Simonneaux and
Ribelayga, 2003). La mélatonine n’est pas stockée dans les pinéalocytes. De par sa nature amphiphile,
elle traverse les membranes plasmiques apres sa synthése. A la sortie de la glande pinéale, elle serait
relarguée dans le liquide céphalo rachidien (LCR) au niveau du récessus pinéal ce qui explique que sa
concentration y est élevée (Tricoire et al., 2002). Lors de son passage dans le sang, elle est
rapidement dégradée lors du passage hépatique, ce qui lui confére une demi-vie courte d’environ 20
minutes. En raison de ces différentes caractéristiques, toute modification de la synthése de

mélatonine se traduit par des modifications similaires de sa concentration circulante.

Sérotonine

Tryptophane mm mmmmmm -> \

Arylalkylamine N-Acétyl

Transférase
Meélatonine HN /< i S (AA-NAT)
o
o HO
hydroxy-O-methyltransférase
H (HIOMT) ’ N-Acétyl Sérotonine

Figure 5 : synthése de la mélatonine a partir de la Sérotonine

Fleche en pointillés : étapes intermédiaires non citées

La mélatonine est synthétisée chaque nuit de facon proportionnelle a la durée de la nuit. Les nuits
d’hiver étant longues, la durée du pic de mélatonine a une durée maximale permise par les SCN. En
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été, les jours se rallongent et la lumiere du matin et du soir ajustent I’activité des SCN, ce qui conduit
a un raccourcissement du pic nocturne de mélatonine. Ainsi, les variations saisonnieres de la
photopériode sont encodées dans les SCN et sont traduites physiologiquement en un pic de
mélatonine, dont la durée dépend de la durée de la nuit ( et al., 1991; Karsch et al., 1988). Il est
important de noter que ni 'amplitude du pic de mélatonine, ni la quantité quotidiennement délivrée
n’influencent le codage physiologique de la photopériode (Karp et al., 1991). C’'est la durée du pic de

mélatonine qui encodera la photopériode (Bartness et al., 1993).

ii)  Cibles de la mélatonine

1) Les récepteurs de la mélatonine

Il existe 2 récepteurs a la mélatonine : le MT1 et le MT2, qui sont des récepteurs membranaires
couplés aux protéines G. De plus, il y a un site de liaison de basse affinité sur la quinine réductase 2
(NQO2) appelé MT3 (Nosjean et al., 2001)

- La comparaison des séquences protéiques montre une haute homologie entre MT1 et MT2
(environ 55% sur la séquence globale et 70% sur les portions transmembranaires). Ce sont tous les
deux des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G (Dubocovich et al.,
2003). La faible expression des récepteurs et le manque d’anticorps spécifiques pour
I'immunohistochimie entrainent des difficultés pour étudier les différences anatomiques
d’expression de MT1 et MT2 dans le cerveau et en périphérie. Une technique avec une sensibilité
suffisante est I'utilisation de *l-iodomélatonine comme radioligand, mais elle ne permet pas la
distinction entre MT1 et MT2 (Ng et al., 2017) ni une localisation cellulaire pour un phénotypage des
cellules exprimant les récepteurs de la mélatonine. L’analyse des ARNm par PCR (Jockers et al., 2008)
et I’hybridation in situ (Dardente et al., 2003; Klosen et al., 2002) montre une expression de MT1 et
MT2 dans le cerveau. MT1 est fortement exprimé dans la pars tuberalis de 'adénohypophyse (PT)
(Klosen et al., 2002; Masson-Pévet et al., 1993; Williams and Morgan, 1988) et le SCN (Masson-Pévet
et al., 1993; Vanécek et al., 1987) qui sont deux structures importantes dans les rythmes biologiques.
MT1 est aussi exprimé dans I’hypophyse, I’'habenula et le noyaux du raphé dorsal, alors que MT2 est
exprimé dans les noyaux réticulaires thalamiques (Ng et al., 2017). Dans beaucoup d’autre structures,
les deux formes MT1 et MT2 sont coexprimées (cortex, hypothalamus, substance grise
périaqueducales, cervelet, ..). Afin d’analyser leurs différences fonctionnelles, des études
pharmacologiques sur culture cellulaire ont été effectuées avec des radioligands (Legros et al., 2014).
Elles ont permis de montrer que par exemple les deux récepteurs étaient capables d’étre
spontanément précouplés a la protéine G (Devavry et al., 2012). Le méme laboratoire a montré plus
tard que c’est sous cette forme qu’ils ont des différences d’affinité pour leur ligand alors qu’ils ont la
méme affinité lorsqu’ils sont découplés (Legros et al., 2014).

- L’activation des récepteurs MT1, couplés aux protéines Gi, induit une inhibition de la voie

AMPc-PKA. Dans certains tissus, les MT1 sont également couplés aux protéines Gq qui augmentent le
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métabolisme du phosphatidylinositol et le calcium intracellulaire, ou la voie d’activation des
MAPKinases (Dubocovich et al., 2003; Ekmekcioglu, 2006).

- Les récepteurs MT2 sont également couplés aux protéines Gi et Gq, et induisent les mémes
effets que le récepteur MT1. Cependant le MT2 n’est pas associé a la voie des MAPK (Dubocovich et
al., 2003; Ekmekcioglu, 2006).

- Les sites de liaison MT3 présentent une affinité similaire a la mélatonine et a la N-
acetylsérotonine. Elle est d’environ 30 nanomolaires alors que I'affinité de MT1/MT2 est comprise
entre 30 et 50 picomolaires. Ce manque d’affinité le rend incompatible avec les concentrations
physiologiques circulantes de mélatonine, inférieure au nanomolaire dans le plasma (Gorman et al.,
2001) et de la dizaine de nanomolaire dans le liquide céphalo rachidien (Tricoire et al., 2002) au
maximum. De plus, des travaux ont montré que le MT3 n’est pas un récepteur transmembranaire
mais une enzyme cytosolique, la quinone réductase 2 (Nosjean et al., 2000). L'ensemble de ces
informations exclut donc le MT3 de la régulation chronobiologique.

Pour savoir qui du MT1 ou du MT2 transmet le signal photopériodique, Yasuo et al. (2009) ont
utilisé des souris déficientes pour MT1, MT2 et MT1/MT2. Ces études ont montré que la mutation du
MT1 était capable par elle-méme de supprimer la transmission du signal photopériodique. Les
hamsters djungariens et syriens, des modéles de rongeurs saisonniers, sont naturellement déficients
pour le récepteur MT2, démontrant encore une fois que ce récepteur n’est pas essentiel a
I'intégration des informations photopériodiques (Prendergast, 2010; Weaver et al., 1996). Il ne sera
donc décrit ici que les cibles MT1-dépendantes de la mélatonine.

2) Distribution et r6le du Récepteur MT1

Chez le rat adulte, MT1 est exprimé dans deux structures associées a la physiologie des rythmes,
les SCN et la pars tuberalis (PT) de 'adénohypophyse (Fig. 6). Ce sont les deux seules structures qui
expriment du MT1 chez toutes les espéeces étudiées a ce jour. MT1 est également exprimé dans de
nombreuses autres structures cérébrales notamment I'hippocampe, le gyrus denté, les collicules
supérieur et inférieur la substance noire, le noyau réticulaire thalamique et la substance grise

périaqueducale (Lacoste et al., 2015).
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Figure 6 : 2-lodo***Mélatonine adsorbée sur section de cerveau,

Autoradiogramme de section de cerveau fixé avec une solution de 1% de formaldehyde-cyclohexylamine et incubée
avec de la 2-'°lodomélatonine (110pM) (A) pars tuberalis (PT) de rat, (B) noyaux suprachiasmatiques de rat (SCN), (C) PT de
Hamster, (D) SCN de hamster, (A’-D’) section adjacente incubée avec de la 2-1*°lodomélatonine (110pM) plus de la

mélatonine (100nM). Figure issue de Masson-Pévet et al. (1993).

- Sur les SCN, la mélatonine exerce un rétrocontrole négatif MT1 dépendant et inhibe I'activité
électrique des neurones pendant la phase nocturne (Liu et al., 1997).

- La PT compose, avec la pars distalis et la pars intermédia, 'adénohypophyse (Dardente et al.,
2003, 2003; Lacoste et al., 2015; Liu et al., 1997). La PT est une fine couche cellulaire sous I'éminence
médiane qui entoure aussi la tige pituitaire. Elle est composée de plusieurs types cellulaires tels que
des cellules sécrétrices thyréotropes possédant le récepteur MT1, des cellules folliculostellaires
(Wittkowski et al., 1984) ainsi que des cellules endocrines de la pars distalis telles que les cellules
gonadotropes (Gross, 1983). La PT est la structure qui présente la plus forte densité de MT1 chez

toutes les espéeces.

3) Role physiologique de la mélatonine

.0

% Role chronobiotique de la mélatonine

Le SCN héberge I'horloge centrale circadienne. Son réle est notamment de synchroniser
I'ensemble des horloges périphériques afin que I'ensemble des fonctions physiologiques soit
coordonné. Pour synchroniser ces horloges périphériques, le SCN possede deux types de sorties : les

sorties nerveuses et hormonales (Pevet and Challet, 2011).
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B Par exemple, les SCN projettent des efférences nerveuses a AVP sur les noyaux
paraventriculaires qui permettent une inhibition de CRH et de I'axe hypothalamo hypophysio
surrénalien pendant la phase inactive diurne chez les rongeurs (Dickmeis, 2009).

B Les SCN controlent également la sécrétion de mélatonine qui aura un réle chronobiotique.
Cependant, ce réle est difficilement observable in vivo du fait de la redondance des voies. On peut
cependant |'observer sur certain tissus via la suppression du signal mélatoninergique par
pinéalectomie, ce qui entrainera la suppression de I'expression rythmique des genes de I'horloge

circadienne Clock, Per2 et Perl dans le tissu adipeux blanc (de Farias et al., 2015)

+* Role photopériodique de la mélatonine

Les changements de photopériode entrainent via les changements de la longueur du pic de
mélatonine de nombreux changements physiologiques tels que des changements d’activité
reproductrice, d’activité métabolique, de sécrétion de prolactine ou de couleur du pelage (Bartness
and Wade, 1985; Figala et al., 1973; Hoffman and Reiter, 1965; Poulton et al., 1987).

Si des hamsters sont exposés a seulement une heure par jour de lumiére, cela entraine une
atrophie testiculaire, qui est supprimée si les animaux ont été préalablement pinéalectomisés
(Hoffman and Reiter, 1965). De méme, des injections quotidiennes de mélatonine faites tous les
matins juste apres le début de la phase diurne chez des animaux maintenus en photopériode longue
entrainent une régression testiculaire et I'inhibition de I'expression de TSH dans la PT (Bockers et al.,
1995; Turek and Pappas, 1980). Ce n’est pas la quantité de mélatonine ou I'amplitude du pic qui est
importante mais la durée du pic. En effet, une méme quantité de mélatonine n’a pas d’effet si
I'injection dure 6 heures alors qu’elle inhibera la production de LH si l'injection dure 11 a 12 heures
(Karp et al., 1991). Les hamsters sont donc considérés comme des reproducteurs de jours longs.

Chez le mouton, a l'inverse du hamster, I'activité reproductrice est activée en photopériode
courte, ce sont des reproducteurs de jours courts. Elle dépend d’une horloge interne circannuelle qui
fait qu’en photopériode constante les animaux voient toujours leur reproduction alternativement
s’activer et s’inhiber (Goémez-Brunet et al., 2008). En fait, dans ces espéces, la mélatonine est le signal
synchronisateur qui permet de synchroniser I'horloge interne circannuelle avec le messager
environnemental saisonnier qu’est la photopériode (Woodfill et al., 1994). Cependant, des injections
de mélatonine mimant un pic de mélatonine de jours courts est capable d’accélérer I'activation de
I’activité reproductrice lorsqu’elles sont appliquées en photopériode inhibitrice (Poulton et al., 1987).
Tout comme le contréle de la reproduction, la PT est également capable de contréler la production
de prolactine dans I'adénohypophyse. Cette expression est aussi sous contréle d’une horloge
endogene circannuelle, puisque l'alternance est maintenue en photopériode constante (Gémez-
Brunet et al., 2008). Si I'hypophyse est isolée du cerveau, I'expression rythmique de prolactine reste
synchronisée avec la photopériode et est maintenue sous photopériode constante (Lincoln and

Richardson, 1998; Lincoln et al., 2003). Ceci indique donc que chez le mouton :
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B La PT recoit I'information photopériodique, et que cette information est transmise par voie
hormonale grace via la mélatonine puisque les afférences nerveuses sont déconnectées. Ceci est en
accord avec le fait que la PT exprime abondamment le récepteur MT1 (Dardente et al., 2003; Klosen
et al., 2002; Masson-Pévet et al., 1993).

B La PT est capable d’'intégrer le message photopériodique en contrélant une expression
différentielle entre SP et LP de TSH dans la PT et de prolactine dans I'adénohypophyse (Lincoln and
Richardson, 1998)

B Elle est le siege d’une horloge circannuelle puisque sans changement de photopériode ni du
profil mélatoninergique (GAdmez-Brunet et al., 2008) et sans afférences neuronales, elle est capable

de maintenir un profil circannuel de I'expression de prolactine (Lincoln et al., 2003).

« Autre réle de la mélatonine :

La mélatonine est également connue pour son réle antioxydant. Grace a sa nature amphiphile,
elle traverse facilement les membranes plasmiques et joue un role dans la neutralisation des
radicaux libres et du stress oxydatif (Poeggeler et al., 1994). De nombreuses études démontrent
gu’elle joue un réle stimulant dans le systéeme immunitaire et qu’elle aurait un role anti-

inflammatoire lors d’inflammation aigué (Carrillo-Vico et al., 2013).

) Réle de 'axe TSH/T3 hypothalamique dans le contréle des fonctions saisonniéres

La découverte d’une régulation des cellules thyréotropes de la PT par la mélatonine (Bbckers et
al., 1995) associée a des travaux anciens ayant rapportés un réle critique des hormones
thyroidiennes dans les phénomenes de saisonnalité (Parkinson and Follett, 1995) ont été a I'origine
de recherches récentes examinant I'implication de ces cellules dans les effets saisonniers des

hormones thyroidiennes.

a) Laproduction de TSH dans la PT sous contréle de la mélatonine

Wittkowski et al. (1984) est I'une des premiéres études montrant des changements dépendants
de la photopériode dans la PT chez le hamster djungarien. lls ont montré par analyse en microscopie
électronique que I'aspect et le nombre de granules de sécrétion dans les cellules sécrétrices de la PT
différaient en fonction de la photopériode. Quatre ans plus tard, le méme groupe (Wittkowski et al.,
1988) a rapporté que les cellules sécrétrices de la PT expriment la thyréostimuline (TSH) en
photopériode longue (LP) alors qu’elles n’en expriment pas en photopériode courte (SP). Plus tard, il
a été montré que les cellules a TSH expriment spécifiquement le MT1 (Dardente et al., 2003; Klosen
et al., 2002; Masson-Pévet et al., 1994b) et que le long pic de mélatonine nocturne en SP inhibe la
synthése de TSH (Bockmann et al., 1996). La TSH est composée de 2 sous unités : la sous unité a

(aGSU) commune a I'hormone lutéinisante (LH), 'hormone folliculostimulante (FSH), I'hormone
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chorionique (CH), et la TSH et la sous unité B spécifique de la TSH. Bockers et al. (1997a) ont montré
qgue I'expression des deux sous unités était régulée par la photopériode.

Un mécanisme moléculaire expliquant I'expression différentielle de TSH en fonction de la durée
du pic nocturne de mélatonine a été proposé par Dardente et al. (2010) (Fig. 7). Cette étude montre
qu’il existe un pic du facteur de transcription Eya3 dans les cellules sécrétrices de la PT, 12 heures
apres l'initiation de la phase nocturne. L’expression d’Eya3 est inhibée par le pic de mélatonine
nocturne (Fig. 7). Lors des longues nuits d’hiver, le pic d’Eya3 initié pendant la nuit sera inhibé par la
mélatonine. Par contre, lors des nuits courtes d’été, le pic d’Eya3 sera diurne et ne sera donc pas
inhibé par la mélatonine qui n’est pas sécrétée le jour (Fig. 7). Cette surexpression d’Eya3 en LP
permettra en association avec TEF, un deuxiéme facteur de transcription, d’augmenter |'expression
de TSHP en stimulant I’élément de réponse D dans le promoteur de TSHPB (Dardente et al., 2010)(Fig.
7). Le complexe Eya3/TEF liera aussi I'élément de réponse D sur le promoteur D’Eya3, ce qui

permettra une auto-amplification.

Photopériode courte Photopériode longue

0 12h 16h 24h 0 8h 12h

....................................................
.....

: : A
Inhibition de PEbox { Inhibition de
Mélatonine | Mélatonine |* I'Ebox
12h ¥ 12h >

TSH TSH
B

TSHB TSHB

Figure 7 : Modeéle d’induction photopériodique d’Eya3 dans la PT

Figure issue de (Dardente et al., 2010)

La régulation photopériodique de I’expression de TSHB par la mélatonine est spécifique du
récepteur MT1, puisqu‘elle est préservée chez le hamster djungarien, une espece naturellement
déficiente pour le récepteur MT2 (Ono et al.,, 2008; Weaver et al.,, 1996). Outre cette régulation
photopériodique, I'expression de TSH B dans la PT peut étre également régulée par d’autres facteurs.
Par exemple, chez les espéces circannuelles telles que le mouton ou le hamster européen, I’horloge
circannuelle est capable de moduler I'expression de TSHB sans qu’il n’y ait de changement de la
photopériode (Sdenz de Miera et al., 2014). Par contre, chez les espéces photopériodiques comme le

hamster djungarien, l'activation endogéne spontanée n’induira pas de réaugmentation de
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I’expression de TSHPB (Bockers et al., 1997a). En ce qui concerne I’expression d’aGSU, tout comme la
TSHPB, elle est modulée par la mélatonine au travers du récepteur MT1 (Bockers et al., 1995). Par
contre, a l'inverse de TSHP, son expression augmente, mais tardivement, lors de la réactivation
endogéne photoréfractaire chez le hamster djungarien (Bockers et al., 1997a). Le mécanisme de la
régulation de I'aGSU n’est pas connu. Tout comme pour le TSHB, le facteur de transcription Eya3
pourrait étre critique. Cependant, les différences dans la chronologie d’activation de TSHPB et aGSU

(Bockers et al., 1997a) suggerent une régulation distincte.

b) LaTSH tubéralienne n’est pas équivalente a la TSH produite par la pars distalis.

La TSH est exprimée au niveau de deux structures de I'"hypophyse, la PT et la pars distalis. La
premiére participe aux mécanismes saisonniers alors que la deuxiéme intervient dans la régulation
de la production de I’hormone thyroidienne par la thyroide. Malgré une séquence identique, ces
deux formes, possedent des glycosylations post traductionnelles tissu spécifique. La TSH issue de la
PT possede des N-glycans multibranchés et sialylés, qui vont entrainer sa liaison avec I'albumine ou
les immunoglobulines et son inactivation rapide dans le sang. Ceci permettra donc a la TSH de la PT
d’agir au niveau du cerveau pour induire ses effets saisonniers, mais pas au niveau de la glande

thyroidienne (lkegami et al., 2014).

c) Les autres molécules photopériodiques de la PT

Dans la PT, d’autres molécules sont aussi modulées photopériodiquement. Par exemple, chez le
mouton, la chromogranine A (CGA) est aussi exprimée dans les cellules thyréotropes de la PT. Son
profil d’expression est strictement inversé par rapport a celui de la TSHB. C’est-a-dire qu’en SP son
expression est élevée alors qu’en LP elle sera faible (Wood et al., 2015). Son expression est aussi
controlée par I'horloge circannuelle, puisque lorsque les animaux sont gardés en LP constante,
I’expression diminue lorsque I'animal devient réfractaire (Wood et al.,, 2015). Wood et al. (2015)
proposent méme que cette régulation stricte entre TSH et CGA soit la base de I’horloge circannuelle.
Le réle saisonnier de la CGA est encore inconnu aujourd’hui. Elle intervient dans 'empaquetage et la
stabilisation des granules de sécrétion (Montero-Hadjadje et al., 2009). Elle a également un réle de
pro-hormone puisque son clivage libere des peptides tels que la vasostatine ou la catéstatine qui
inhibent respectivement la vasoconstriction et la libération de catécholamines par la glande
surrénale (Corti et al., 2004; Mahapatra et al., 2006). La Neuromédine U est aussi régulée
photopériodiquement tout comme le systtme endocannabinoide, qui sont tous les deux plus
exprimés en photopériode longue qu’en photopériode courte respectivement chez le rat
photopériodique et le hamster syrien (Helfer et al., 2012; Yasuo et al., 2010). C'est la régulation
photopériodique des endocannabinoides qui est proposé pour étre I'élément responsable du

contréle photopériodique de la production de prolactine dans I'adénohypophyse (Yasuo et al., 2010).
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La PT est donc un décodeur du signal photopériodique et mélatoninergique saisonnier (Dardente
et al., 2010) et pourrait également étre le siege de I'horloge circannuelle (Wood and Loudon, 2017).
A partir de 2003, des travaux réalisés chez la caille japonaise (Nakao et al., 2008; Yoshimura et al.,
2003) et le mouton (Hanon et al., 2008) ont permis de faire le lien entre la TSH de la PT et le
métabolisme local des hormones thyroidiennes dans les tanycytes pour la transmission du signal
saisonnier vers le systeme nerveux central. Dans ces cellules, il existe une activation locale
saisonniére de I'hormone thyroidienne T4 en sa forme active T3 par désiodination locale. Celle-ci
semble cruciale pour la régulation de la reproduction saisonniére chez toutes les especes étudiées

(Hanon et al., 2008; Klosen et al., 2013; Nakao et al., 2008; Yoshimura et al., 2003)

d) Les tanycytes : place centrale du métabolisme thyroidien hypothalamigue saisonnier

i) Qu’est-ce qu’un tanycyte ?

Les tanycytes sont des cellules bipolaires qui présentent un corps cellulaire bordant le bas du
troisieme ventricule et un prolongement émis vers le neuropile, les vaisseaux présents dans
I’hypothalamus médiobasal et I’éminence médiane (Rodriguez et al., 2005). Elles présentent des
caractéristiques de cellules épendymaires en bordant le troisieme ventricule et de cellules gliales de
par ses fonctions ou en exprimant par exemple la protéine fibrillaire acide gliale (GFAP). Il n’existe
pas de marqueur purement spécifique des tanycytes. Cependant, ils expriment certaines protéines
telles que la «dopamine and adenosine 3":5'-monophosphate-regulated phosphoprotein »
(DARPP32) (Ouimet et al., 1984) et surtout la Vimentine (Leonhardt et al., 1987) qui permettent un
marquage sélectif des tanycytes dans I’hypothalamus médiobasal. Les tanycytes constituent une
population hétérogeéne qui peut étre divisée en 4 sous populations :

= Les tanycytes al (Fig.8) : leurs corps cellulaires bordent le 3®™¢ ventricule au niveau des
noyaux ventro médian et dorso médian hypothalamiques (DMH) et leurs prolongements projettent
dans ces noyaux.

= Les tanycytes a2 (Fig.8) : leurs corps cellulaires bordent le noyau arqué ou se terminent aussi
leurs prolongements.

= Les tanycytes B1 (Fig.8): leurs corps cellulaires bordent I'évagination du récessus
infundibulaire et leurs prolongements se terminent aupres de I'espace périvasculaire du systéme
porte hypothalamique présent dans le sulcus tubéro-infundibulaire (éminence médiane latérale).

= Les tanycytes P2 (Fig.8): leurs corps cellulaires bordent le plancher du récessus
infundibulaire et leurs prolongements se terminent auprés du systéme porte de I'éminence médiane

centrale (Rodriguez et al., 2005).
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Figure 8 : Schéma descriptif des différentes populations tanycytaires

DMH : noyaux dorso médian hypothalamique, VMH : noyaux ventromédian hypothalamique, Arc : noyau arqué, TIS :

sulcus tubéro-infundibulaire, 3V : 32™ ventricule.

ii)  Quelles sont leurs fonctions ?

1) Barriere sélective

L'une des premieres fonctions des tanycytes est d’étre une barriére entre I'éminence médiane et
son systéeme porte, qui ne posséde pas de barriere hémato-encéphalique, mais aussi entre
I’'hypothalamus et le liquide céphalorachidien (LCR). Pour cela, les corps cellulaires des tanycytes 2
bordant le bas du troisieme ventricule sont reliés entre eux par des jonctions serrées organisées
exprimant ZO1 et les claudines 1 et 5, ce qui assure I'étanchéité de la barriére ventriculaire (Mullier
et al., 2010). L'éminence médiane est également isolée du noyau arqué grace aux tanycytes B1, se
situant a la frontiére entre le noyau arqué et I'éminence médiane. Leurs corps cellulaires bordent le
3®me ventricule et envoient leurs prolongements vers le sulcus tubéro-infundibulaire de I'éminence
médiane. L'ensemble de ces prolongements sont liés les uns aux autres par des zonula et macula
adherens, ce qui permettra la formation d’une barriére (Rodriguez et al., 2005). En effet si un traceur

est injecté dans le liquide céphalorachidien, il n’atteindra pas I'éminence médiane (Fig. 9) .
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Figure 9 : Distribution de la Peroxydase de Raifort (HRP)

lorsqu’elle est injectée dans le ventricule latéral, issu de Rodriguez et al. (2005)

Ce rble de barriere implique également les prolongements des tanycytes autour des vaisseaux
sanguins. Au niveau du sulcus tubéro-infundibulaire, les pieds tanycytaires viennent se positionner
autour des capillaires et de leur lame basale, formant une barriere ajustable régulant les échanges
entre les neurones hypothalamiques et le systeme capillaire (Garcia-Segura et al., 2008; Prevot et al.,
19993, 2003; Yamamura et al., 2004a).

La barriere formée par les tanycytes n’est pas une simple barriére étanche interdisant tout
échange entre le sang, le LCR et I'hypothalamus. En effet, grace a I'expression de nombreux
transporteurs, de récepteurs ainsi qu’a une grande plasticité, les tanycytes assurent une
communication bidirectionnelle sélective entre I’hypothalamus et la périphérie, régulée entre autres
par les saisons et par la photopériode.

Les tanycytes interviennent dans le métabolisme énergétique. Pour cela, ils expriment les
transporteurs GLUT1 et GLUT2, qui leur conféreraient la capacité de détecter les concentrations
circulantes de glucose (Elizondo-Vega et al., 2015; Garcia et al., 2003). llIs transportent également la
leptine de I'’éminence médiane a I'hypothalamus médiobasal. Pour cela, ils expriment le récepteur a
la leptine, ce qui permet a cette hormone de passer la barriere par transcytose. Chez les animaux
obeéses, ce transport est altéré et son rétablissement permet une restauration rapide de la sensibilité
a la leptine, de I'activation des neurones de I’hypothalamus médiobasal et de la dépense énergétique
(Balland et al., 2014). Les tanycytes expriment aussi le récepteur a I'lGF-1. Tout comme pour la
leptine, il permet la capture de I'lGF-1 dans la circulation générale, sa transcytose a travers la
barriére et son import dans le noyau arqué (Garcia-Segura et al., 2008). Ce transport est modulé par
les stéroides sexuels et est important pour la puberté et le pic pré ovulatoire de LH (Sun et al., 2011).

Les tanycytes interviennent aussi dans I'import des hormones thyroidiennes du sang vers le
cerveau. Les hormones thyroidiennes sont synthétisées en périphérie par la glande thyroidienne et
libérées dans le sang ou elles sont liées a 99% a des protéines de transport (Transthyrétine, thyroid

binding globulines, albumine, etc.). Tout comme dans le sang, dans le LCR, ’hormone est liée a des
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molécules de transport telle que la transthyrétine, qui représente 20% des protéines du LCR (Wirth
et al., 2014). Afin de faciliter leur acces au cerveau, des transporteurs exprimés par les astrocytes, les
tanycytes et les plexus choroides permettent le passage des barrieres hématoencéphalique et sang-
LCR (au niveau des plexus choroides) et éventuellement LCR-hypothalamus (au niveau des
tanycytes). Différents types de transporteurs existent tel que OATP1 ou MCT8. OATP1 ne sera pas
exclusif a I’hormone thyroidienne et transportera également des anions organiques alors qu’MCT8
est le seul transporteur identifié a ce jour transportant exclusivement ces hormones (Wirth et al.,
2014).

L'apport en hormone thyroidienne au cerveau est crucial pour son développement. De facon
intéressante, seule la mutation de MCT8 entraine le syndrome développemental d’Allan Herndon

Dudley (Schwartz et al., 2005), ce qui indiquerait que son role serait majoritaire et non compensable.

2) Niche neurogénique

Les tanycytes a, mais pas les tanycytes B, ont la particularité d’étre des niches neurogéniques, car
ils ont la capacité de pouvoir faire une division cellulaire asymétrique (Xu et al., 2005). Ainsi, si on
considére une cellule de type A représentant un type cellulaire et une cellule de type B représentant
un autre type cellulaire, une cellule de type A donnera en se divisant une autre cellule de type A,
mais aussi une cellule de type B. Tout comme la zone subventriculaire (SVZ) et la zone subgranulaire
(SGZ), les tanycytes sont donc capables de former de nouvelles cellules, et plus particulierement de
nouveaux neurones, tout en s’auto-renouvelant. Les tanycytes a, qui ont gardé des caractéristiques
de glie radiaire embryonnaire, sont capables in vitro de se diviser pour former des neurosphéres et
de former de nouveaux neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes (Cifuentes et al., 2011;
Robins et al., 2013; Xu et al., 2005). Les tanycytes se diviseraient asymétriquement in vivo au niveau
du corps cellulaire afin de donner des nouveaux tanycytes et des progéniteurs. Les progéniteurs
utiliseraient alors les prolongements tanycytaires comme des guides qui leur permettraient de
migrer jusqu’a leur zone définitive. A la différence des neurones, les progéniteurs gardent la capacité
de se diviser pour former des neurones, astrocytes et autres progéniteurs localement (Bolborea and

Dale, 2013).

3) Activité de synthése des tanycytes

Les tanycytes sont des acteurs a part entiére de I'activité hypothalamique. Ils sont capables de
libérer des gliotransmetteurs qui moduleront I'activité hypothalamique via une action paracrine. Les
tanycytes synthétisent des prostaglandines E2 (a3 partir de I'acide arachidonique via la
cyclooxygénase 2) qui agissent sur leurs récepteurs EP1 présents sur les terminaisons des neurones a
GnRH (Clasadonte et al., 2011a). L'activation des récepteurs EP1 couplés aux protéines Ggq augmente

la concentration de calcium intracellulaire, ce qui entraine une augmentation de la libération de
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GnRH suite au recrutement d’un plus grand nombre de vésicules (Ojeda and Negro-Vilar, 1985; Ojeda
et al., 1988; Rage et al., 1997).

Les tanycytes participent au métabolisme des hormones thyroidiennes via les Désiodinases 2
(Dio2) et 3 (Dio3). La Dio2 convertit I’'hormone thyroidienne de stockage tétraiodothyronine (T4) en
hormone thyroidienne active triiodothyronine (T3) (Fig. 10). Pour cela, elle supprime l'iode en
position 5’ pour ne garder que les iodes en position 3, 3’ et 5(Fig. 10). La Dio3, elle, catabolise et
inactive T4 et T3 en les convertissant respectivement en reverseT3 (rT3) et Diiodothyronine (D2) (Fig.

10). Pour cela, elle supprime I'iode en position 5 (Bianco and Kim, 2006) (Fig. 10).

Thyroxine, T4 Reverse T3

o

T3 T2

Figure 10 : Désiodination des hormones thyroidiennes effectuée par les Désiodinases

T4= tétraiodothyronine, T3= triilodothyronine, T2= diiodothyronine, D1= Désiodinase 1, D2= Désiodinase 2 et D3=

Désiodinase 3. Chaque rond bleu représente les iodes, issu de Bianco and Kim (2006)

L’expression de Dio2 est stimulée par ’AMPc et ERK1/2, notamment sous contréle du récepteur
au TSH, qui est capable d’activer les protéine Gs et Gg/11 (Allgeier et al., 1994; Aoki et al., 2015;
Bolborea et al., 2015). L'expression de Dio2 dans les tanycytes est également stimulée par les
lipopolysaccharides bactériens via les molécules pro-inflammatoires telles que TNFa et NFkp.
Cependant, cet effet sera indirect et passera aussi par une stimulation de I'expression de TSHB dans
la PT (Sanchez et al., 2010).

L’expression de la Désiodinase 3 est aussi régulée par la TSH qui 'inhibe a I'inverse de Dio2 (Helfer
et al.,, 2013). L'expression de la Dio3 est également stimulée par Sonic Hedgehog (SHH) dans les
kératinocytes et les carcinomes (Dentice et al., 2007; Luongo et al., 2014). Dans ces derniers, SHH
déstabilise Gli2, un inhibiteur de la Dio3, qui est dégradée (Luongo et al., 2014). La régulation de la
balance locale de Dio2/Dio3 permettra de jouer sur la balance activation/ dégradation de I’hormone

thyroidienne active T3 et donc aussi jouer sur sa biodisponibilité.
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4) Activités saisonniéres des tanycytes

L’ensemble de ces fonctions tanycytaires présente des variations saisonniéres et il est de plus en
plus admis que les tanycytes ont un réle essentiel dans l'intégration des informations saisonniéres.

Ainsi, ils forment une couverture dynamique saisonniere sur les terminaisons nerveuses des
neurones a GnRH au niveau de I'éminence médiane latérale (Garcia-Segura et al., 2008; Prevot et al.,
1999b; Yamamura et al., 2004a). Chez la caille, Yamamura et al. (2004a) ont montré que le nombre
de prolongements tanycytaires au contact de la lame basale du systeme porte diminue et que les
terminaisons des neurones a GnRH sont plus proches de la lame basale en LP qu’en SP. Cette
plasticité permettrait un relargage plus efficace du GnRH dans la circulation en LP qu’en SP. Chez le
hamster djungarien, la NCAM polysialysée (PSA-NCAM) est plus exprimée sur les tanycytes en LP
gu’en SP (Bolborea et al., 2011). L’ajout de ce groupement PSA sur les molécules d’adhésion NCAM
permet une déstabilisation des interactions NCAM-NCAM et une augmentation de la plasticité en LP.

La capacité neurogénique des tanycytes serait aussi modulée par les saisons, ce qui forme un
cycle saisonnier d’histogénése. Ainsi, chez le mouton, des injections de bromodésoxyuridine
marquant 'ADN des cellules nouvellement générées, montrent qu’il y a 2 a 6 fois plus de production
cellulaire dans I’hypothalamus et le thalamus en décembre qu’en juillet (Migaud et al., 2011). Ces
nouvelles cellules peuvent étre des astrocytes ou de la microglie. En effet, 10% des cellules
nouvellement générées en hiver expriment le marqueur microglial CD45 (Hazlerigg et al., 2013). En
utilisant des marquages pour la double-cortine, un marqueur de neurones immatures en migration,
Batailler et al. (2016)ont également montré un plus grand nombre de neurones double-cortine
positifs en septembre et en janvier, qu’en juillet dans les noyaux ventro médians de I’hypothalamus
(Batailler et al., 2016). Des résultats similaires ont été trouvés chez le hamster syrien, puisque dans
I’hypothalamus le nombre de cellules nouvellement produites double en décembre (Huang et al.,
1998). Parallelement, la PT, structure responsable de I'intégration photopériodique, posséde aussi un
cycle saisonnier d’histogénéese, avec 3 fois plus de cellules nouvellement générées en décembre
gu’en juillet. Hazlerigg et Lincoln (2011) proposent qu’un cycle d’histogénése d’une période d’une
année soit a la base de I'horloge circannuelle. En effet, une régulation saisonniere a base
d’histogénése et histolyse est déja connue pour plusieurs mécanismes comme le chant du male chez
les oiseaux ou encore la pousse des cornes chez le cerf (Hazlerigg and Lincoln, 2011). Cette horloge
circannuelle pourrait étre basée sur I'histogénese tubéralienne et tanycytaire. Afin de faire le lien
entre ces deux structures, le facteur neurotrophique ciliaire (CNTF) et I’hormone thyroidienne
pourraient étre utilisés. La pars tuberalis produit du CNTF et les tanycytes possedent le CNTF-R. Or
I'injection de CNTF est capable d’augmenter le nombre de progéniteurs dans le MBH qui borde les
tanycytes. De méme, la TSH tubéralienne controle la production d’hormone thyroidienne active par
les tanycytes. Cette hormone est aussi capable de réguler I’histogénése/histolyse (Hazlerigg and

Lincoln, 2011).
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Une activité saisonniére importante des tanycytes est sa participation au métabolisme des
hormones thyroidiennes. Notamment, I'expression des Dio2 et Dio3 est fortement régulée par la
photopériode. De facon générale, le rapport Dio2/Dio3, qui traduit la production de T3, est plus élevé
en été/LP qu’en hiver/SP (Dardente et al., 2010; Nakao et al., 2008; Revel et al., 2006b; Ross et al.,
2011; Sdenz de Miera et al., 2013; Watanabe et al., 2007). Cependant, les régulations saisonnieres
individuelles de Dio2 et de Dio3 dépendent des espéeces. Chez la plupart des espéces saisonnieres
(hamster européen, mouton, caille, moineaux), la balance Dio2/Dio3 restera stable tout au long d’un
état photopériodique : par exemple, Dio2 sera fortement exprimée et Dio3 sera faiblement
exprimée. Chez les espéces circannuelles comme le mouton, cette stabilité sera maintenue par
I’horloge circannuelle (Sdenz de Miera et al., 2013). Chez les espéces photopériodiques comme le
hamster syrien ou la caille, elle sera maintenue par la photopériode. Tant que I'animal sera en LP, le
ratio Dio2/Dio3 sera élevé et inversement en SP (Watanabe et al., 2007). Ce maintien du signal
photopériodique est nécessaire puisque la suppression du signal mélatoninergique en SP entraine un
retour de I'animal dans sa photopériode par défaut qui est I'état photopériode longue (Stetson and
Watson-Whitmyre, 1986). A linverse, chez le hamster djungarien, une autre espece
photopériodique, la modification de la balance Dio2/Dio3 ne se fera que pendant les transitions de
photopériode courte a longue et inversement (Petri et al., 2016; Watanabe et al., 2007). Chez cette
espece, il semble que I'information photopériodique ne soit nécessaire que pendant les transitions.
Si le signal mélatoninergique est supprimé via pinéalectomie, I'animal placé en LP gardera son
phénotype estival tout comme un animal placé en SP gardera son phénotype reproductif hivernal
jusqu’a ce que la réactivation photoréfractaire s’initie (Stetson and Watson-Whitmyre, 1986).

La capacité des tanycytes a transporter les hormones thyroidiennes du sang ou du LCR vers
I’hypothalamus est également modulée par les saisons puisque I'expression de MCT8 est augmentée
et celle de OATP1C1 réduite en SP par rapport a la LP (Herwig et al., 2009; Ross et al., 2011). Le fait
qgue l'expression d’MCT8 soit diminuée en LP pourrait étre di au rétrocontréle négatif induit par
I’'augmentation de la concentration locale de T3.

Les tanycytes n’expriment pas de récepteurs MT1, aussi la régulation saisonniére du métabolisme
thyroidien tanycytaire n’est pas due a un effet direct de la mélatonine, mais a un effet indirect via la
TSH de la PT (Dardente et al., 2017; Nishiwaki-Ohkawa and Yoshimura, 2016). La TSH produite et
sécrétée par la PT agit sur son récepteur TSH-R localisé sur les tanycytes (Klosen et al., 2013). Ce
récepteur, couplé aux protéines Gs, active la voie AMPc-ERK1/2 (Bolborea et al., 2015). De nombreux
travaux ont montré que la TSH active I'expression de Dio2 et diminue |'expression de Dio3 (Helfer et
al.,, 2013; Klosen et al., 2013; Nakao et al., 2008; Ono et al., 2008; Watanabe et al., 2007). Cette
régulation opposée de Dio2 et Dio3 par la TSH, dont la synthése est plus élevée en LP qu’en SP,
conduit a une augmentation de la concentration d’hormones thyroidiennes localement dans

I’hypothalamus médiobasal en LP (Klosen et al., 2013). Ceci est dii a I'augmentation de Dio2, qui
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augmente la production de T3 active a partir de T4 et a l'inverse, I'inhibition de Dio3 qui évite la

dégradation de la T4 et de la T3 (Prendergast et al., 2002; Ross et al., 2011).

e) Les cibles des hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes agissent via leurs récepteurs nucléaires, qui peuvent se lier
constitutivement aux éléments de réponse TRE présents sur les genes cibles des hormones
thyroidiennes. Deux types de récepteurs aux hormones thyroidiennes existent : les TRa et TRB (Fig.
11). lIs sont composés de 3 domaines principaux : un domaine amino terminal « Activation Function
1 (AF1) », un domaine central « DNA Binding Domain (DBD) » et un domaine carboxy terminal
« Ligand Binding Domain (LBD) » accompagné d’un domaine « Activation Function (AF2) » (Fig. 11). Si
le domaine AF2 n’est pas présent comme dans les TRa2 et 3, le récepteur ne sera pas capable de lier
I’'hormone thyroidienne (Ortiga-Carvalho et al., 2014). Le domaine LBD permet la spécificité de liaison
au ligand et module la capacité du récepteur a s’"hétérodimériser. Le domaine DBD permet la liaison a
I’ADN, alors que les domaines AF1 et 2 ont une fonction activatrice moins comprise (Ortiga-Carvalho
et al.,, 2014) (Fig. 11). Cependant, ces derniers interviendraient dans la liaison aux molécules co-
régulatrices ainsi que dans la spécificité de liaison de chaque récepteur aux éléments de réponse et
aux autres récepteurs de la méme famille, tels que le récepteur aux rétinoides RXR ou celui aux
cestrogenes (Ortiga-Carvalho et al.,, 2014). Le couplage des récepteurs a d’autres récepteurs
déterminera les éléments de réponses cibles. Par exemple, le TRal se lie préférentiellement aux
récepteurs RXR pour réguler positivement les éléments de réponses cibles (Ortiga-Carvalho et al.,
2014).

70 a 80% des récepteurs aux hormones thyroidiennes présents dans le cerveau sont de type
TRal, et sont présents dans la plupart des neurones (Dufourny et al., 2016; Schwartz et al., 1992;
Wallis et al., 2010). Il est donc difficile de savoir quelles sont les cibles saisonniéres de ces hormones

thyroidiennes.

1sof Liaison Formation

SOloMMe e T3  d’hétérodimeres

THRBL Yes  Yes CAELTTTDBDTH LBD  AF-2]
THRB2 Yes Yes [ AF1 [[DBD = LBD AF2]
THRP3  Yes Yes - DBD = LBD  AF-2
THRal Yes  Yes [CAFL [CDBD LBD  AFR2]
THRa2 No Yes [_AF1 ['DBD < LBD |
THRa3 No Yes [AF1 [ DBD H LBD |

Figure 11 : caractéristiques des isoformes des récepteurs a ’hormone thyroidienne

LBD :domaine de spécificité de liaison au ligand, module aussi la capacité du récepteur a s’hétérodimériser, DBD :

domaine de liaison a I’ADN, AF1 et 2 domaines a fonction activatrice, issu de Ortiga-Carvalho et al. (2014)
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f)  Roles connus des hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes sont importantes dans la morphogénese tissulaire. Par exemple, chez
la grenouille, I'activité de la glande thyroidiennes augmente progressivement jusqu’a atteindre son
apogée au moment de la métamorphose (Galton, 1992). Si I'axe thyréotrope de I'embryon est inhibé
pharmacologiquement pendant son développement, le cycle développemental s’arréte a un moment
précis correspondant au début de la production embryonnaire de I’hormone thyroidienne. Ceci a
permis de montrer que cette hormone est essentielle au maintien du développement embryonnaire.
Elle participerait au développement musculaire et au remaniement épidermique pendant la
métamorphose (Callery and Elinson, 2000).

Chez les mammiféres, les hormones thyroidiennes sont indispensables au bon développement du
cerveau. La mutation du transporteur aux hormones thyroidiennes, MCT8, responsable de I'import
de ces hormones dans le cerveau, entraine le syndrome d’Allan-Herndon-Dudley dans lequel il existe
des retards psychomoteurs plus ou moins important selon les patients. Ces troubles peuvent étre
une masse musculaire réduite et hypotonique accompagnée de problémes moteurs plus ou moins
importants, et un développement cognitif sévérement impacté (Schwartz et al., 2005).
L’hypothyroidie entraine notamment un mauvais développement du cortex via une neurogenése et
une migration neuronale déficientes (Escobar et al., 2004).

Chez l'adulte, I'hormone thyroidienne intervient dans différents aspects. Elle intervient dans
I’'hnoméostasie métabolique en augmentant la protéogenese, la thermogénese, la dépense
énergétique et le métabolisme de base (Mullur et al., 2014). Elle stimule aussi la neurogenése en
augmentant la prolifération des progéniteurs et la différentiation cellulaire (Remaud et al., 2014).
L'altération de 'lhoméostasie thyroidienne entrainerait aussi des problemes de I’humeur et cognitifs

(Ritchie and Yeap, 2015).

g) L’axe TSH/T3 : une sortie physiologique saisonniére

Chez I'adulte, I'ensemble des travaux cités précédemment indiquerait que chez les mammiferes,
I'axe thyroidien est impliqué dans les mécanismes saisonniers. La PT décode le signal
mélatoninergique induit par la photopériode. La diminution du pic nocturne de mélatonine, lorsque
les jours s’allongent, supprime linhibition de I’expression du facteur de transcription Eya3
conduisant a une augmentation de la production de TSH (Dardente et al., 2010). La libération de TSH
induit alors une augmentation de la concentration hypothalamique de T3 (Prendergast et al., 2002;
Ross et al., 2011), via une activation de Dio2 (Bolborea et al.,, 2011; Klosen et al.,, 2013) et une
inhibition de Dio3 dans les tanycytes (Ross et al., 2011; Sdenz de Miera et al., 2013; Watanabe et al.,
2007). Il est actuellement admis que les variations photopériodiques de la T3 hypothalamique
constituent un marqueur de lintégration du message mélatoninergique saisonnier. Pourtant,
plusieurs questions se posent encore a I’heure actuelle. En particulier, comment est régulé cet axe

TSH/T3 hypothalamique en absence de changement saisonnier de la mélatonine, notamment sous le
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contréle de I'horloge circannuelle ou en cas de réactivation photoréfractaire. Dans la premiere
situation, deux études récentes ont montré, chez le mouton et le hamster d’Europe, que le rapport
Dio2/Dio3 présente des variations circannuelles controlées par la TSH de facon indépendante de la
mélatonine, suggérant que I'horloge circannuelle peut contrdler la TSH dans la PT, et par I3, la T3
hypothalamique (Sdenz de Miera et al., 2013, 2014). Dans la deuxiéme situation, des études ont
montré au contraire que la réactivation photoréfractaire du statut reproducteur estival du hamster
se fait indépendamment de changements notables de la synthése de TSH dans la PT du hamster
djungarien (Bockers et al., 1997) et de Dio2 dans les tanycytes du hamster syrien (Revel et al., 2006),
suggérant une autre voie neuroendocrine. Par ailleurs, les cibles anatomiques de la T3 produite de
maniéere saisonniére dans I’hypothalamus ne sont pas connues. En effet, 70 a 80% des récepteurs aux
hormones thyroidiennes présents dans le cerveau sont de type TRal, et sont présents dans la plupart
des neurones (Dufourny et al., 2016; Schwartz et al., 1992; Wallis et al., 2010). Il est donc difficile de

déterminer sur quelles cellules la T3 hypothalamique produit son effet saisonnier.

h) Les parameétres physiologiques saisonniers dirigés par les hormones thyroidiennes

I y a de bonnes raisons de penser que les voies de signalisation hormone thyroidienne
dépendantes sont importantes pour la physiologie saisonniére. En effet, cette voie de signalisation
dérive d’une voie de signalisation sensible a la qualité nutritionnelle chez les végétaux. Chez les
plantes, cette voie déclenche la maturation sexuelle lorsque I'environnement le permet (Hazlerigg,
2012). De méme, chez les échinodermes, les hormones thyroidiennes promeuvent I'activité
reproductrice (Hazlerigg, 2012). Des travaux précurseurs de thyroidectomie chez le canard, effectués
par Benoit en 1936, ont montré pour la premiere fois que la suppression de I’hormone thyroidienne
empéchait la réponse saisonniere des gonades. Cette étude a été suivie par d’autres similaires chez
le mouton (Nicholls et al., 1988; Parkinson and Follett, 1995), la caille (Follett and Nicholls, 1985) et
I’étourneau (Dawson, 1993; Dawson et al., 1986) confirmant le réle important joué par les hormones
thyroidiennes dans la saisonnalité. En revanche, chez les oiseaux, les études sont souvent
contradictoires. Lors de la photostimulation, I'activation des gonades ne semble pas étre affectée par
la thyroidectomie (Dawson et al., 1986; Follett and Nicholls, 1985). Par contre son effet sur la
décroissance testiculaire semble plus variable (revue par Dawson et al.,, 2001). Chez la caille, la
décroissance testiculaire semble bloquée alors que chez le moineau elle est accélérée (Dawson et al.,
1986; Follett and Nicholls, 1985). Une hypothyroidie induite par la thio-urée chez des hamsters
syriens LP, ou le niveau hypothalamique d’hormone thyroidienne est élevé, n’affecte pas le statut
saisonnier, ce qui indiquerait que le signal thyroidien n’est pas nécessaire au maintien de I'état
photopériodique (Vriend and Wasserman, 1986). Chez le mouton, par contre, la thyroidectomie
maintien de facon constante la physiologie hivernale (Parkinson and Follett, 1995).

A l'inverse de la thyroidectomie, I'injection d’hormones thyroidiennes chez des animaux en

photopériode courte a le méme effet indépendamment de l'espéce. Chez la caille, I'infusion
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d’hormones thyroidiennes dans les ventricules cérébraux d’animaux en SP induit la réactivation
testiculaire (Yamamura et al., 2006; Yoshimura et al., 2003). De méme, chez le hamster djungarien,
I'infusion d’hormones thyroidiennes en sous cutanée ou dans I'hypothalamus medio basal chez des
animaux SP, ou sa concentration est faible, entraine le retour au phénotype LP (Barrett et al., 2007;
Freeman et al., 2007; Murphy et al., 2012; Yamamura et al., 2006).

Plusieurs fonctions physiologiques auraient donc une régulation saisonniere dépendante de I'axe
TSH/T3 hypothalamique. Comme je viens de I'évoquer, chez de nombreuses espéces, I'activité
reproductrice est régulée par les changements saisonniers afin de faire naitre la progéniture aux
périodes favorables de I'année que sont le printemps et I'été. La régulation photopériodique de la
reproduction fait intervenir les hormones thyroidiennes hypothalamiques. En effet, I'administration
de TSH dans le LCR de hamsters syriens ou djungarien (Klosen et al., 2013) ou de T3 dans
I’hypothalamus de hamsters djungariens (Barrett et al., 2007; Freeman et al., 2007; Murphy et al.,
2012) maintenus en jours courts est capable de rétablir une activité reproductrice identique a celle
d’animaux en jours longs. Bien que les cibles exactes des hormones thyroidiennes hypothalamiques
pour le contréle de la reproduction soient encore inconnues, des travaux récents ont montré que
I'injection d’hormone thyroidienne augmente aussi I'expression de Kisspeptine et RFRP, connus pour
controler I'axe hypothalamo-hypophysio-gonadique (Murphy et al., 2012; Simonneaux et al., 2013).

Un autre changement saisonnier important est celui de I'activité métabolique. Ainsi, le hamster
djungarien diminue sa prise alimentaire de 20% et réduit de 30% environ sa masse corporelle en
hiver ou en SP (Steinlechner et al., 1983). Ceci serait controlé par les modifications saisonniéres de
I’axe TSH/T3 hypothalamique, puisque I'administration de TSH dans le LCR (Klosen et al., 2013) ou de
T3 dans I'hypothalamus d’un hamster djungarien (Barrett et al., 2007; Ebling, 2014) maintenu en
jours courts est capable d’augmenter la prise alimentaire et de rétablir la masse corporelle
correspondant a un statut de jours longs. Cet effet des hormones thyroidiennes serait médié par une
inhibition de I'expression de la somatostatine et du VGF, tous deux connus pour étre des inhibiteurs
métaboliques régulés de facon saisonniere (Bartolomucci et al., 2007; Dumbell et al., 2015; Klosen et

al., 2013; Petri et al., 2016).

IV) Quand le contrdle de I’activité reproductrice s’affranchit de la lumiére

En cas d’absence de variation du signal lumineux, deux types de mécanismes endogenes régulant
la reproduction peuvent intervenir :

Chez certaines espéces telles que le hamster européen ou le mouton, il existe une horloge
circannuelle (Masson-Pévet et al., 1994a; Woodfill et al., 1994). Chez ces espéces, les animaux placés
en conditions photopériodiques constantes sont capables de continuer a cycler avec une période
proche d’une année malgré un signal mélatoninergique et photopériodique inchangé (Malpaux et al.,
1988; Robinson and Karsch, 1984; Woodfill et al., 1994). Le signal mélatoninergique ne sert qu’a

synchroniser I'horloge circannuelle interne avec I'environnement (Woodfill et al., 1994). Ce signal
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mélatoninergique n’est méme pas nécessaire tout au long de I'année. Trois mois de signal
mélatoninergique par an suffisent pour synchroniser les animaux avec leur environnement (Woodfill
et al.,, 1994). Cependant toutes les photopériodes n’ont pas le méme pouvoir synchronisateur. Les
photopériodes d’été seront les plus efficaces, mais celles représentant le printemps et I'automne le
seront moins. A linverse, une photopériode hivernale n’aura pas de pouvoir synchronisateur
(Woodfill et al., 1994). A I'heure actuelle, la structure hébergeant I’horloge de ce mécanisme reste
inconnue. Cependant, de récentes études indiquent que la PT pourrait accueillir cette horloge du fait
que cette structure conserve des variations circannuelles de TSH (Sdenz de Miera et al., 2013; Wood
et al., 2015). De plus, elle est capable de recevoir le signal synchronisateur mélatoninergique via les
récepteurs MT1 (de Reviers et al., 1989; Wood and Loudon, 2017).

Le second mécanisme endogéne est |'activation photoréfractaire présente par exemple chez le
hamster syrien et djungarien. Lorsque la photopériode inhibitrice est maintenue trop longtemps,
I'axe reproducteur échappe au contréle photopériodique et se réactive de facon endogéne sans
modification du signal mélatoninergique. Chez ces hamsters, ce phénomeéne se produit entre 16 et
20 semaines d’exposition a une photopériode inhibitrice (Schlatt et al., 1995; Urbanski et al., 1983). A
la différence des espéces possédant une horloge circannuelle, lorsque I'animal est photoréfractaire, il
restera sexuellement actif indéfiniment. La seule facon de « casser » le statut photoréfractaire et de
permettre a I'animal de s’inhiber une nouvelle fois est un passage en photopériode activatrice et un
retour en photopériode inhibitrice (Stetson et al., 1977). Ce mécanisme semble étre important a la
fois comme mécanisme anticipateur du changement photopériodique et comme mécanisme de
sauvetage afin d’éviter que I'individu ne reste bloqué en photopériode inhibitrice. A I’heure actuelle,
peu de choses sont connues sur ce mécanisme. Il reste a déterminer le lieu d’initiation et les
processus moléculaires impliqués.

Le rble de I’hormone thyroidienne dans les mécanismes photoréfractaire semble étre dépendant
de I'espece étudiée et reste encore a étre précisé. Chez la caille et le moineau, la thyroidectomie
bloque I'’événement photoréfractaire (Bentley et al., 1997; Follett and Nicholls, 1985). Pareillement,
chez le mouton, les animaux restent constamment activés tout au long de I'année (Parkinson and
Follett, 1995). Chez le hamster djungarien, a l'inverse, la thyroidectomie par thio-urée, précipite

I’état photoréfractaire (Prendergast et al., 2002).
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V) Comparatif et récapitulatif des différences saisonniéres entre les espéces

. Hamster Hamster
Hamster syrien . . . Mouton
djungarien européen
Reproducteur
R
Reproducteur de Reproducteur de ep?roducteur de de jours courts
. . . . jours longs .
Reproduction jours longs (Stetson et | jours longs (Figala et (Lincoln and
(Monecke and .
al., 1976) al., 1973) Wollnik, 2005) Richardson,
’ 1998)
Dépend des
. I t
Variation de la Etudes Diminue en SP (Figala Diminue en SP races (lason e

prise alimentaire

contradictoires

etal., 1973)

(Miro et al., 1980)

al., 1994; Lincoln
and Richardson,
1998)

Variation du poids

Etudes

Diminue en SP (Figala

Diminue en SP
(Masson-Pévet et

Non (lason et

corporel contradictoires etal., 1973) al,, 1994a) al., 1994)
Hi i R |
Hibernation : si chute . ibernation (Reve
" . , Torpeur (Figala et al., et al., 2007;
Hétérothermie température (Ueda Non
and Ibuka, 1995) 1973) Wassmer and
! Wollnik, 1997)
Ovui (Figala et al. o
Changement de la ’ Lincol
I'ét{' d | Non 1973; Warner et al., Non OU|1(9|9nOc)o n,
qualite du pelage 2010)‘
Effet de la Maintien de Maintien d
pinéalectomie ou Maintien d M q I’alternance entre | ?lntlen €
. tien d’'une aintien d’'une "alternance
de la suppression amn hysiologie LP et
PP physiologie LP physiologie LP physiologle Lf € entre

des ganglions
cervicaux
supérieurs

(Stetson and Watson-
Whitmyre, 1986)

(Stetson and Watson-
Whitmyre, 1986)

SP (Masson-Pévet
et al., 1994c;
Sdenz de Miera et

physiologie LP et
SP (Lincoln et

I, 1
(mouton) en LP al., 2014) a1 1989)
Maintien de la
Effet de la Retour ala physiologie SP
inéalectomie en physiologie LP jusqu’a I'état
P (Stetson and Watson- photoréfractaire
SP Whitmyre, 1986) (Stetson and Watson-
Whitmyre, 1986)
Horloge
circannuelle Horloge
Mécanisme Photoréfraction Photoréfraction (Masson-Pévet et circannuelle
endogéne (Turek et al., 1975) al., 1994c; (Lincoln et al.,
Monecke et al., 2003)
2014)
Variation du ratio
Réponse o . Dio2/Dio3 seulement Ratio Dio2/Dio3 Ratio Dio2/Dio3
. . Ratio Dio2/Dio3 au transfert stable pour
Dio2/Dio3 au o stable pour L
h td stable pour photopériodique hotopériode photopériode
¢ angem’e.n e photopériode donnée (Petri et al., 2016; P do:née donnée SP :
photopériode Watanabe et al., inverse

2007)

Table 1 : Comparaison de la réponse saisonniére en fonction des espéces
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VI) L’axe hypothalamo-hypophysio gonadotrope

L’axe hypothalamo-hypophysio gonadotrope est constitué comme son nom l'indique d’une partie
hypothalamique dans laquelle se trouvent les neurones a GnRH et leurs régulateurs. Ceux-ci
controlent la sécrétion des gonadotropines FSH et LH dans I'adénohypophyse, qui eux-mémes
controlent I'activité des gonades en périphérie. Chez la femelle I'activité reproductrice est régulée a
la fois saisonnierement et par les cycles oestriens. L'interaction des deux mécanismes régulateurs
saisonnier et oestrien rendrait I'analyse du mécanisme saisonnier trop complexe. Je ne
m’intéresserai donc ici qu’a la reproduction chez le male. Dans un deuxieme temps, il sera
intéressant de savoir si les mécanismes saisonniers trouvés chez le male sont aussi présents chez la

femelle.

a) LeGnRH

Le GnRH est un décapeptide pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 central dans la gestion
de la reproduction, car il controle a lui seul la libération des gonadotropines FSH et LH.

Il est synthétisé par des neurones situés chez les rongeurs dans l'aire pré-optique de
I’hypothalamus et libéré au niveau de I'éminence médiane, dans le réseau capillaire primaire du

systeme porte hypothalamo-hypophysaire.

i)  Les neurones a GnRH : développement

Les neurones a GnRH proviennent des placodes olfactives médiales et migrent de I'épithélium
olfactif vers I'hypothalamus lors du développement embryonnaire (Balasubramanian et al., 2010;
Wray et al., 1989). La migration des neurones a GnRH implique des facteurs chimiotactiques
d’attraction et de répulsion (Balasubramanian et al., 2010; Wierman et al., 2011; Wray, 2010). Il
existe également des interactions homotypiques entre les neurones a GnRH, ce qui crée des chaines
de neurones a GnRH en migration. Il y a aussi des interactions hétérotypiques ol les neurones a
GnRH migrent en suivant les axones des neurones voméronasaux aussi en migration. Si un probléeme
apparait dans la génération des neurones a GnRH au niveau de I'épithélium olfactif ou dans la
migration des neurones jusqu’a leur cible hypothalamique, cela engendre un hypogonadisme
hypogonadotrophique souvent associé a une anosmie, comme dans le cas du syndrome de Kallmann

(Forni and Wray, 2015).

ii)  Les neurones a GnRH : anatomie

Chez les rongeurs adultes, les corps cellulaires des neurones a GnRH sont situés dans les aires
pré-optiques. Leurs axones croissent caudalement en suivant le 3™ ventricule et se terminent dans
I’éminence médiane. Ce sont des neurones unipolaires ou bipolaires dont les prolongements
possedent des fonctions dendritiques et axonales. En effet, les principaux prolongements des

neurones a GnRH projettent vers I'’éminence médiane. Ces prolongements possedent les
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caractéristiques d’un axone avec la possibilité d’étre parcourus par des potentiels d’action et un site
de génération de ces potentiels. Mais ils possedent aussi des caractéristiques de dendrites avec la
présence d’épines dendritiques et de récepteurs au glutamate et au GABA. Ces prolongements
portent le nom de « dendrons ». Ces éléments dendritiques sur les axones peuvent générer de
nouveaux potentiels d’action en milieu de projection, sans passer par I'élément initiateur situé en
amont du dendron. lls peuvent aussi moduler les potentiels d’actions, créés en amont des dendrites

(Herde et al., 2013; Iremonger and Herbison, 2014).

iii)  Régulation de I'activité des neurones a GnRH.
L’activité des neurones a GnRH ainsi que le relargage du peptide dépend de I'activité intrinséque
des neurones, de I'équilibre excitateur/inhibiteur des afférences a la fois sur le corps cellulaire et les

dendrons, ainsi que de la couverture dynamique de ces neurones par les prolongements gliaux.

1) Activité intrinséque des neurones a GnRH

Les neurones a GnRH ont une activité pulsatile endogene chez toutes les especes étudiées
aujourd’hui (singe, mouton, souris, rat) (Constantin, 2011; Constantin et al., 2009; Duittoz and
Batailler, 2000; Funabashi et al., 2000; Terasawa et al., 1999a). En effet, des cultures de neurones a
GnRH embryonnaires issus des placodes olfactives ont une fréquence de décharge proche de celle
observée in vivo chez des animaux gonadectomisés (Constantin, 2011). Ces neurones a GnRH
embryonnaires montrent également une concentration basale de calcium intracellulaire fluctuante
en relation avec l'activité électrique, qui peut aussi étre reliée a la sécrétion de la neurohormone
(Constantin, 2011; Terasawa et al., 1999b). Cette activité endogéne est indépendante dans chaque

cellule, mais elle se synchronise périodiguement (Constantin, 2011; Terasawa et al., 1999b).

2) Les afférences régulatrices

Il est difficile de faire une liste exhaustive des afférences synaptiques sur les neurones a GnRH, car
elles peuvent étre sous-estimées en ne prenant en compte que les terminaisons contactant le corps
cellulaire. En effet, il existe des afférences contactant aussi les prolongements. L'innervation majeure
des corps cellulaires des neurones a GnRH sont des afférences GABAergiques et glutamatergiques,
toutes deux stimulatrices chez les neurones a GnRH (Hrabovszky et al., 2012; Watanabe et al., 2014).
Il'y a aussi de nombreux autres régulateurs, notamment des neuropeptides :

% Les neuropeptides RFamides

Les neuropeptides sont des peptides sécrétés par des neurones. Leur longueur peut aller de
quelqgues acides aminés (9 pour la vasopressine) jusqu’a plusieurs dizaines (203 pour le précurseur du
RFRP). Dans cette grande famille, il existe la sous famille des RFamides, qui ont la particularité de se

terminer par Arginine (R) - Phénylalanine (F) et dont la fonction carboxyle terminale est amidée, d’olu
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le nom de RFamide. lls sont représentés notamment par la kisspeptine (Kp), le RFRP3 ou le
Pyroglutamylated RFamide peptide (26Rfa) et leur expression dans le systéeme nerveux central est
majoritairement hypothalamique (Findeisen et al., 2011). Kisspeptine représente une exception,
puisque a la différence des autres RFamides, sa séquence se terminera par Arginine (A) — Tyrosine (Y)

— Amide chez les espéces non primates (Quillet et al., 2016).

A) Kisspeptine (Kp)

La Kp est I'un des stimulateurs les plus puissants des neurones a GnRH. A |'origine, elle a été
décrite au cours de recherches sur le cancer ou elle inhibe la formation de métastases (Beltramo and
Dufourny, 2017; Lee et al., 1996). En 2003, de Roux et al. (2003) ont montré qu’elle participait aussi a
la régulation des neurones a GnRH. Kp est en fait une prohormone de 175 acides aminés (AA) clivée
par des endopeptidases en une forme active : 57AA. Cette derniére peut étre également clivée en
formes encore plus courtes contenant les 10 a 17 derniers AA (Colledge, 2008). Ces formes plus
courtes seront aussi biologiquement actives. Elles agissent sur le récepteur initialement nommé
GPR54, depuis nommé KISS1-R. C'est un récepteur a 7 domaines transmembranaires couplé a la
protéine Gq (Fig. 12). De par I'action de la phospholipase C délivrant du DAG et de I'lP3 a partir de
PIP2, la stimulation du récepteur produit une mobilisation des stocks calciques dans le neurone a
GnRH entrainant une plus grande excitabilité et un plus grand relargage de GnRH (Kotani et al., 2001)
(Fig. 12). La mutation de Kp ou de son récepteur entraine un hypogonadisme hypogonadotropique
(Funes et al., 2003; de Roux et al., 2003) mais a l'inverse son injection est capable d’activer la
reproduction d’animaux photoinhibés (Ansel et al., 2011) et d’augmenter la concentration circulante

de LH (Caraty, 2017)

Canaux 0o
calciques @

Q .
Calcium
Réticulum Endoplasmique @

Figure 12 : Signalisation intracellulaire induite par le récepteur a kisspeptine (KISS1R, GPR54)

PKC : protéine kinase C, PLC : phospholipase C, PIP2 : Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate, IP3 : Inositol triphosphate,
DAG : Diacylglycérol
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Chez les rongeurs, il existe deux populations de neurones a Kp : une dans l'aire antéroventrale
périventriculaire (AVPV ou RP3V) et I'autre dans le noyau arqué. lls auront également 2 principaux
sites de projection : les corps cellulaires et les terminaisons axonales des neurones a GnRH (Fig. 13).
Seuls les neurones de I’AVPV projettent sur les corps cellulaires des neurones a GnRH et présentent
un dimorphisme sexuel marqué. En effet, ils sont plus nombreux chez la femelle ou ils sont essentiels
dans la régulation du pic préovulatoire de la LH (Kauffman et al., 2007b). lls sont le siege du
rétrocontrole positif des cestrogénes grace a la présence de récepteurs aux cestrogenes Era, qui
stimulent la synthéese de Kp (Herbison, 2008).

Les neurones a Kp du noyau arqué agiraient aussi sur les corps cellulaires des neurones a GnRH,
mais indirectement en stimulant les neurones a Kp de I'AVPV via des synapses glutamatergiques (Qiu
et al., 2016; Yip et al., 2015) (Fig. 13). Mais ils agissent surtout au niveau de la terminaison axonale
des neurones a GnRH. Les neurones a Kp du noyau arqué expriment également deux autres
neuropeptides, la neurokinine B (NKB) et la dynorphine (Goodman et al.,, 2007) connus pour étre
également capables de réguler I'activité des neurones a GnRH. Méme si les études ne s’accordent
pas encore pour établir si tous les neurones a Kp du noyau arqué coexpriment ces deux autres
neuropeptides, ils sont couramment appelés des neurones KNDy (Kp-Neurokinine B-Dynorphine).
Ces neurones ont une activité autocrine et projettent aussi vers les terminaisons axonales des
neurones a GnRH pour en réguler la libération. Ils sont actuellement considérés comme le site
générateur des pulses de GnRH (Navarro et al., 2009; Wakabayashi et al., 2010). En effet, le NKB
auto-stimule les neurones KNDy jusqu’a une décharge synchronisée de la population KNDy, qui
libérera massivement Kp et NKB (Fig.13). Kp et NKB agiront respectivement via leur récepteurs KISS1-
R et NKR3 (ou TACR3) qui sont des récepteurs membranaires couplés a la protéine Gq exprimées au
niveau de la terminaison axonale des neurones a GnRH (Navarro et al. 2009; Noel et al., 2014;
Ramaswamy et al., 2010; Todman et al., 2005). Ceci entraine la libération massive de GnRH et Ila
formation du pic de GnRH (Fig.13). Les neurones KNDy libéreront aussi de la dynorphine qui auto-
inhibera avec un peu de retard les neurones KNDy, via le récepteur aux opioides k, un récepteur
couplé aux protéines Gi (Navarro et al., 2009; Wakabayashi et al., 2010; Weems et al., 2016)(Fig.13).
Cela permettra I'extinction de la population, la fin du pic de GnRH et la préparation du pic suivant. Ici,
la Kp est I'effecteur du générateur de pulses constitué par le réseau des neurones KNDy et agit de
facon rythmique pour activer les neurones a GnRH et la libération du GnRH. Si I'action de la Kp est
bloquée par une désensibilisation de son récepteur, il n’y aura plus de pulsatilité LH détectable dans
le plasma, mais l'activité électrique rythmique sera toujours présente dans le noyau arqué
(Wakabayashi et al., 2011). Les neurones a Kp du noyau arqué ne présentent pas de dimorphisme
sexuel marqué et sont la cible d’un rétrocontrole négatif des stéroides sexuels chez les deux sexes

(Rasri-Klosen et al., 2017; Smith et al., 2007).
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Figure 13 : Proposition du réseau neuronal par lequel I’activation des neurones a Kisspeptine

contrdle I'excitabilité des neurones a GnRH.

AVPV= Aire antéroventrale périventriculaire, ARH= noyau arqué, NKB= Neurokinine B, inspiré de Qiu et al. (2016)

B) Le RFRP3

Le RFRP a été découvert en 2000 chez les oiseaux et a été nommé GnlH (gonadotropin inhibitory
hormone) car il est une des rares molécules a inhiber directement la libération des gonadotropines
au niveau de I'hypophyse chez les oiseaux (Tsutsui et al., 2000). Six ans plus tard, il a été identifié
chez les rongeurs (Kriegsfeld et al., 2006). Tout comme Kp, RFRP fait partie de la super famille des
RFamides, ce qui signifie qu’il se termine par Arginine (R) - Phénylalanine (F) dont la fonction
carboxyle terminale est amidée. Chez la caille, deux GnlH (GnlH1 et GnlH 2) ont été découverts
partageant le motif LPXRFamide (X = L ou Q). Une recherche par homologie de séquence a montré
gu’il en existe 3 nommés simplement 1, 2 et 3 chez les mammiferes. Seuls les 1 et 3 sont des
peptides LPXRFamide (Kriegsfeld et al., 2015) et sont produits a partir du méme géne NPVF (Ubuka et
al., 2012). Les neurones a RFRP sont localisés dans le DMH (Kriegsfeld et al., 2006; Revel et al., 2008)
et les fibres sont présentes dans I’hypothalamus antérieur, les noyaux suprachiasmatiques,
I’hypothalamus ventro médian et le noyau arqué (Kriegsfeld et al., 2006). lls projettent en fait sur des
neurones a GnRH (Kriegsfeld et al., 2006; Ubuka et al., 2012) et a Kp dans le noyau arqué et 'AVPV
(Rizwan et al., 2012). Il a été démontré chez de nombreuses espéces comme la caille, le rat, les

moutons ou les bovins que le RFRP3 était inhibiteur de la synthése et du relargage de GnRH (Clarke
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et al., 2008; Johnson et al., 2007; Kadokawa et al., 2009; Kriegsfeld et al., 2006; Murakami et al.,
2008; Tsutsui et al., 2000). Chez le hamster syrien, une administration centrale de RFRP3 inhibe la
production de LH au moment du proestrus chez les femelles (Henningsen et al., 2016). Mais a
I'inverse, une telle injection entraine aussi une stimulation de I'axe reproducteur chez les males
(Ancel et al., 2012). Chez le hamster djungarien male, I'effet central du RFRP3 sur la sécrétion de LH
dépend de la photopériode, puisqu’il est inhibiteur en jours longs mais stimulateur en jours courts
(Ubuka et al., 2012). De méme, I'effet du RFRP3 sur I'activité des neurones a GnRH de souris parait
dépendant des doses appliquées (Ducret et al., 2009). L’effet du RFRP3 s’exerce via le NPFFR1 (ou
GPR147), un récepteur a 7 domaines transmembranaires couplé a des protéines G. La signalisation
recrutée par ce récepteur dépend de l'intensité de stimulation. En effet, une stimulation avec des
doses de RFRP3 supérieures ou égales a 10° M produit un recrutement de la protéine Gs puisqu’il y a
stimulation de la PKA. A 'inverse, avec des doses moindres, comprises entre 10° et 10 M, il y a
recrutement de la protéine Gi induisant une inhibition de la PKA (Akazome Y., 2015). Ces effets
différentiels dépendant des doses pourraient donc expliquer pourquoi les effets reproducteurs du
RFRP3 sont différents selon les especes, le sexe et méme |’environnement.

Afin d’étudier les effets du RFRP via le NPFFR1, un panel d’outils pharmacologiques a été
développé avec plus ou moins de succes. Le premier est I’'antagoniste RF9 qui est capable de bloquer
le GPR147 (NPFFR1) et GPR74 (NPFFR2) avec une affinité de I'ordre du nanomolaire sans effet
endogéne (Simonin et al., 2006). Cependant, il manque de spécificité et est aussi capable de se lier au
KISS1R qu’il active in vivo et in vitro (Min et al., 2015). Le deuxiéme produit par la méme équipe est le
RF313 (Elhabazi et al., 2017). C'est un antagoniste du GPR147 et GPR74 avec une préférence
modérée pour le GPR147 puisque son affinité est de 245 nM pour le GPR147 et de 2.24 uM pour le
GPR74. Il n’a pas d’activité agoniste sur les récepteurs a Kp et RFRP (Elhabazi et al., 2017). Enfin, ily a
le RF3286 en cours de développement, qui est un antagoniste des récepteurs RFRP. In vivo, chez le
hamster syrien, autant le RF313 que le RF3286 sont capables de totalement abolir 'augmentation de
la concentration de LH circulante induite par une injection centrale de RFRP3 alors que le RF9, lui,

induit une augmentation de LH (Elhabazi et al., 2017; Henningsen, 2016).

C) Le26RFa

Le Pyroglutamylated RFamide Peptide (26Rfa) est exprimé dans |’hypothalamus latéral et
ventromédial du rat (Chartrel et al., 2003). Il est aussi exprimé en périphérie dans l'intestin et le
pancréas, qui le libereront dans le sang (Chartrel et al., 2016). Autant en périphérie qu’en central, le
26RFa agira via le récepteur GPR103 qu'’il partage avec le 73RFa qui est une forme allongée du 26RFa.
Chez la souris, Chartrel et al. (2003) ont montré qu’il avait un role orexigénique lorsqu’il était injecté
centralement. Navarro et al. (2006) ont par la suite étudié son effet sur I'axe gonadotrope et montré
qgue le 26RFa avait un effet stimulateur sur la sécrétion de gonadotropines au niveau de I’hypophyse

en culture autant chez le rat male que chez la femelle. Par contre, ils ont aussi montré gu’injecté
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centralement, le 26RFa augmente la sécrétion de gonadotropines chez la femelle, mais pas chez le
male. Ceci sous-entend donc que 26RFa aurait une action régulatrice sur les neurones a GnRH
seulement chez les rats femelles (Navarro et al., 2006a). De facon controversée, le 73RFa qui agit sur
le méme récepteur que le 26RFa, le GPR103, est capable d’activer la sécrétion de GnRH chez les rats
males (Patel et al., 2008) alors qu’il n’est pas capable d’activer la sécrétion de gonadotropines quand

il est injecté centralement chez ces mémes animaux (Navarro et al., 2006a).

D) Régulation saisonniéere des neuropeptides RFamides

Ces 3 neuropeptides nous permettent 3 approches différentes de la saisonnalité.

Kp a été présenté comme saisonniere en 2006 chez le hamster syrien ou il a été montré que son
expression était augmentée dans la population de neurones du noyau arqué en photopériode longue
(Revel et al., 2006a) (Fig. 14A). Chez cette méme espéce, des injections chroniques de Kp sont
également capables d’induire un phénotype estival chez des animaux en photopériode courte (Ansel
et al., 2011)(Fig. 14B).

A l'inverse, chez le hamster djungarien, I'expression de Kp est diminuée en photopériode longue,
mais son injection chronique induit toujours un phénotype estival chez des animaux en photopériode
courte (Rasri-Klosen et al., 2017). Des données complémentaires ont montré que la différence
saisonniére est en fait minimisée chez les hamsters djungariens castrés (Rasri-Klosen et al., 2017)
(Fig. 14C). Ces résultats paradoxaux remettent en question 'aspect saisonnier de Kp chez cette
espece. lls indiqueraient que la différence photopériodique de I'expression de Kp serait en fait

majoritairement une conséquence de la variation du taux de testostérone circulant.
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Figure 14 : Régulation photopériodique de kisspeptine et effet de la kisspeptine sur I'activité

reproductrice.
(A) quantification par hybridation in situ de I'expression de Kiss-1 dans le noyau arqué chez des hamster syriens adaptés
en SP et LP (Revel et al., 2006a), (B) Effet sur le poids des testicules d’une injection chronique périphérique de kisspeptine
54 (injection intrapéritonéale: 10nmol/jour) chez des hamsters syriens adaptés en SP (Ansel et al., 2011), (C) quantification

par immunohistochimie (anticorps JLV1) des cellules kisspeptine positives dans le noyaux arqué d’animaux LP, SP, LP
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castrés, SP castrés, LP castrés complémentés en testostérone pour 2 jours (SPT2), 8jours (SPCT8), 4 semaines (LPCT , SPCT)

(Rasri-Klosen et al., 2017)

Pour RFRP, il existe aussi une variation saisonniere et comme pour Kp, il est exprimé plus
fortement en photopériode longue (Revel et al.,, 2008) (Fig.15A). Cette différence d’expression
dépend de la photopériode et de la mélatonine (Fig.15B). A l'inverse de Kp, son expression ne
dépend pas de la concentration circulante de testostérone (Rasri-Klosen et al., 2017; Revel et al.,
2008). Par contre, son effet physiologique peut aussi dépendre de la photopériode. Par exemple,
chez le hamster djungarien, il sera activateur en photopériode courte alors qu’il sera inhibiteur en

photopériode longue (Ubuka et al., 2012)
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Figure 15 : Régulation photopériodique et par la mélatonine de I'expression de RFRP.

(A) quantification par hybridation in situ de I'expression de RFRP dans les noyaux dorso médians chez des hamster
syriens adaptés en SP et LP (Revel et al., 2008), (B) quantification par hybridation in situ de I'expression de RFRP dans les

noyaux dorso médians chez des hamster syrien SP pinéalectomisés et contréles (Revel et al., 2008).

Enfin, malgré l'implication de 26RFa dans la gestion de I’homéostasie métabolique et la
reproduction, deux parameétres régulés de fagon saisonniere, aucune étude sur la régulation
saisonniére du 26RFa n’a été menée. Il serait donc pertinent d’étudier si le 26RFa peut entrer dans le

groupe des régulateurs photopériodiques.

+* La corticolibérine (CRH)

Le CRH est le neuropeptide régulateur en amont de la voie de régulation de la sécrétion des
glucocorticoides, une des principales voies d’adaptation au stress autant interne qu’environnemental
(Aguilera and Liu, 2012). Les neurones a GnRH expriment le récepteur au CRH (Jasoni et al., 2005) et
I"administration intracérébroventriculaire de CRH induit une diminution de la fréquence des pulses
de LH chez le rat (Cates et al., 2004) ainsi qu’une diminution de I’'expression du GnRH chez la brebis
(Ciechanowska et al., 2011). CRH permet donc en cas de stress une inhibition directe de la pulsatilité
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du GnRH et de la reproduction (Li et al., 2010) dans le but de donner la priorité aux fonctions
essentielles nécessaires au combat contre I’élément stressant.

% Le peptide vasoactif intestinal (VIP)

Le peptide vasoactif intestinal (VIP) régule également I'activité des neurones a GnRH. En effet,
une application de VIP sur des tranches de cerveaux de souris augmente la sécrétion de GnRH ainsi
que la concentration calcique des neurones a GnRH de 50 a 80% (Piet et al., 2016). Le VIP étant une
des sorties journaliéres des noyaux suprachiasmatiques, cet effet montre la possibilité d’'une action
de I'horloge sur les neurones a GnRH (van der Beek et al., 1994; Piet et al., 2016; Van der Beek et al.,
1997).

< Le neuropeptide Y (NPY)

Le neuropeptide Y est connu pour son action orexigénique et peut également contréler I'activité
des neurones a GnRH, dont la partie somatodendritique recoit des afférences des neurones a NPY du
noyau arqué (Li et al., 1999) et posséde des récepteurs au NPY (Campbell et al., 2001; Li et al., 1999).
Son effet sur les neurones a GnRH dépend de la durée de stimulation et de I'imprégnation en
stéroides sexuels au moment de la stimulation (Kaynard et al., 1990). Le NPY inhibe les neurones a
GnRH conduisant a une inhibition de la production de LH (Kaynard et al., 1990; Sahu et al., 1987).

«» La somatostatine,

Cette neurohormone inhibitrice de I'hormone de croissance diminue la dépense énergétique
(Atrens and Menéndez, 1993) et le poids corporel (Dumbell et al., 2015). Elle peut également
controler I'activité des neurones a GnRH. Des études par microscopie confocale montrent que les
neurones a somatostatine font des synapses sur les prolongements des neurones a GnRH, mais pas
sur leur corps cellulaire (Koyama et al., 2012). De plus, la somatostatine inhibe I’activité électrique
des neurones a GnRH en culture et I'infusion intracérébroventriculaire de somatostatine chez le rat
inhibe I'activité des neurones a GnRH et supprime le pic préovulatoire de LH (Koyama et al., 2012).
Parallelement, les neurones a Kp regoivent aussi des afférences a somatostatine. Ceci indique que la
somatostatine pourrait aussi inhiber les neurones a GnRH de maniére indirecte via les neurones a Kp
(Dufourny and Lomet, 2017).

< L’Oxyde Nitrique (NO),

C’est un messager gazeux produit par I'oxyde nitrique synthase a partir de la L-Arginine. Cette
enzyme existe sous trois formes : neuronale, endothéliale et inductible exprimée notamment par les
macrophages. Des études histochimiques ont montré une proximité entre les neurones produisant
du NO et les perikarya des neurones a GnRH. L’application de NO sur ces neurones entraine une

inhibition réversible de leur activité de décharge (Clasadonte et al., 2008).

3) Interaction neurones a GnRH/glie
La libération du GnRH est également associée a des changements plastiques qui peuvent étre

régulés par une activité gliale. Les terminaisons des neurones a GnRH sont couvertes par des
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prolongements tanycytaires et cette couverture varie en fonction du cycle cestrien. Chez la rate, le
nombre de contacts entre les axones des neurones a GnRH et la lame basale du systéme porte sont
plus nombreux en proestrus qu’en diestrus (Prevot et al., 1999b). Chez la caille, la distance moyenne
entre les terminaisons axonales et la lame basale ainsi que le nombre de prolongements tanycytaires
contactant cette lame basale sont plus faibles chez des animaux sexuellement actifs que chez des
animaux inhibés par la photopériode (Yamamura et al., 2004b, 2006). Ces résultats indiquent que la
couverture gliale des terminaisons axonales a GnRH peut se rétracter ou au contraire se développer
afin de moduler la facilité de libération du GnRH dans le réseau capillaire du systéeme porte. La voie
de signalisation intracellulaire du facteur de croissance transformant a (TGFa) et du récepteur aux
facteurs de croissance épidermique 1 (ErbB1) constitue un des facteurs régulant cette interaction
neurones-glie. En effet, une stimulation inférieure a 12 heures des tanycytes par le TGFa induit une
augmentation de la couverture gliale alors que si la stimulation dure plus de 12h, les tanycytes
produisent des prostaglandines E2 qui stimulent la synthése de TGFB1 responsable de la rétraction
tanycytaire (Prevot et al., 2003). Les prostaglandines E2 agissent également sur leurs récepteurs EP1
situés sur les terminaisons axonales des neurones a GnRH. L’activation de ce récepteur couplé a une
protéine Gq entraine une augmentation du calcium intracellulaire, ce qui favorise I'exocytose du
GnRH, sans changement de |'activité électrique du neurone a GnRH (Clasadonte et al., 2011a; Rage et

al., 1997).

4) Régulation directe ou indirecte de I'activité des neurones a GnRH par des facteurs
régulateurs intracellulaires.

Lors de la puberté, I'activité des neurones a GnRH est contrGlée par divers facteurs de
signalisation intracellulaires qui peuvent étre présents dans les neurones a GnRH eux-mémes ou dans
certains de leurs régulateurs. Il peut s’agir d’enzymes de modifications post traductionnelles, de
facteurs de transcription ou méme de microARN.

La protéine makorin RING-finger protein 3 (MKRN3) est fortement réprimée dans le noyau arqué
lors de la puberté concomitamment a I'augmentation de Kp et de Neurokinine B dans ce méme
noyau. Sa mutation entrainant une perte de sa fonction biologique conduit a une puberté précoce.
MKRN3 est donc considérée comme un inhibiteur pubertaire (Abreu et al., 2013). Elle posséde des
domaines de liaison a I’ARN et un domaine E3 ubiquitine ligase qui permet I’adressage de la protéine
cible a la dégradation par le protéasome (Abreu et al., 2013). Cependant, aujourd’hui nous ne savons
toujours pas comment elle joue son réle d’inhibiteur pubertaire. Elle pourrait cependant réprimer
I'activité des neurones a Kp au niveau du noyau arqué voire méme celle des neurones a GnRH.

« Enhanced at puberty 1 » (EAP1) est activé dans I’hypothalamus médio basal au moment de la
puberté. Il est nécessaire a I'activation du gene codant pour la GnRH et réprime des genes inhibiteurs
tels que celui encodant la preproenképhaline (Heger et al., 2007). Son inhibition par ARN interférant

entraine une puberté retardée ainsi que des cycles perturbés, ce qui suggere son réle activateur de la
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reproduction (Heger et al., 2007). Comme MKRN3, il posseéde un domaine E3 ubiquitine ligase qui
permet |'adressage de protéines cibles a la dégradation par le protéasome mais aussi des domaines
Ring Finger qui permettent la liaison a I’ADN. La mutation de ces derniers entraine I'annulation des
effets d’'EAP1 sur le GnRH (Heger et al., 2007).

Il existe aussi une régulation de I'activité des neurones a GnRH utilisant les microARN. En effet, la
mutation sélective dans les neurones a GnRH de DICER, une RNAase lll endonucléase indispensable a
la génération endogene de miRNA, entraine une infertilité (Messina et al., 2016). En fait, pendant la
période infantile, il y a une augmentation de I'expression des microARN miR-200/729 et miR-155 qui
inhibent respectivement Zebl et Cebpb, deux répresseurs du promoteur GnRH et qui permettent
I’'augmentation de I'expression du GnRH créant la « minipuberté » qui est une activation transitoire

de I'axe gonadotrope juste apreés la naissance chez les mammiféeres (Messina et al., 2016).

b) Les gonadotropines

L’activité des gonades dépend majoritairement de deux hormones : I’hormone lutéinisante (LH) et
I’'hormone folliculo stimulante (FSH), produites par les cellules gonadotropes de la glande
adénohypophysaire. Ce sont des hétérodimeéres composés d’une sous unité o, 'aGSU (alpha
glycoprotein subunit), commune a FSH, LH, TSH et I’hormone chorionique gonadotrope (CG), et
d’une sous unité spécifique qui détermine I'activité biologique de I’'hétéromeére : la LHB pour la LH, la
FSHPB pour la FSH, la TSHP pour la TSH et la CHB pour la CG. La demi-vie de la LH est d’environ 20

minutes alors que celle de la FSH est de deux heures (Weinbauer et al., 2010).

i) Leur régulation différentielle

La sécrétion de LH et FSH est sous contrdle du GnRH. Il se lie sur un récepteur spécifique, le GnRH-
R a 7 domaines transmembranaires couplé a la protéine Gq et localisé sur les cellules gonadotropes
de I'hypophyse. L’activation du GnRH-R conduit a la formation de diacylglycérol (DAG) et d’inositol
triphosphate (IP3) a partir de phosphatidylinositol bisphosphate (PIP2) (Fig. 12), via I'action de la
phospholipase C. L'IP3 agit sur le réticulum endoplasmique ou il induit la libération des stocks de
calcium. Le DAG active la protéine Kinase C (PKC) induisant ainsi I'ouverture des canaux calciques
membranaires (Fig. 12). L'effet final conduit a une élévation de la concentration calcique
intracellulaire induisant la libération des gonadotropines (Millar, 2005).

La LH et la FSH synthétisées dans les cellules gonadotropes sont stockées dans des granules de
sécrétion distincts et sont libérées également de facon différentielle sous la stimulation du GnRH. La
libération de GnRH étant pulsatile, la libération de LH ou de FSH est dictée par sa fréquence de
stimulation. L'une des premiéres expériences le montrant a été faite chez le macaque rhésus (Wildt
et al., 1981), mais des résultats similaires ont été trouvés chez le hamster djungarien (Meredith et al.,
1998). Lorsque la GnRH est libérée a raison d’un pic toutes les heures avec une délivrance de

1pg/min pendant 6 minutes, LH et FSH sont libérées (Fig. 16). Pour une fréquence plus élevée, il y a
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un déclin graduel de la réponse des gonadotropines (Fig. 16). Pour une fréquence diminuée a un pic
toutes les 3 heures, la libération de LH n’est plus stimulée a I'inverse de la FSH dont la concentration
circulante reste élevée (Wildt et al., 1981) (Fig. 16). L’amplitude des pics de sécrétion de GnRH peut
également moduler la libération des gonadotropines comme suit : si la délivrance maximale de GnRH
est diminuée a 0.1ug/min pendant 6 minutes, la libération de FSH et de LH est abolie. Si au contraire,
la délivrance maximale de GnRH est de 10pg/min pendant 6 minutes, la libération LH n’est pas

modifiée tandis que celle de FSH est indétectable (Wildt et al., 1981) (Fig. 16).
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Figure 16 : Effet de la pulsatilité GnRH sur la sécrétion des gonadotropines LH et FSH.

Apreés lésion des neurones a GnRH endogene chez le singe rhésus, du GnRH a été administré de fagon pulsatile. Un pic
représente I'injection de 6ug de GnRH en 6minutes (A) Effet sur la sécrétion des gonadotropines d’un pic de GnRH par
heure, 3 pics par heure et a nouveau un pic par heure (B) Effet sur la sécrétion des gonadotropines d’un pic de GnRH par

heure, 1 pics toute les 3 heures et a nouveau un pic par heure, issue de (Wildt et al., 1981)

ii)  Leurs cibles

Les gonadotropines sont des hormones produites par les cellules gonadotropes de I’"hypophyse.
Comme toute hormone, elles agissent a distance sur leurs récepteurs via le sang. Les récepteurs a la
LH et a la FSH présentent 7 domaines transmembranaires et sont couplés aux protéines Gs. Le
récepteur a la LH est commun avec celui de la CG alors que la FSH a son propre récepteur (Dufau,

1998; Simoni et al., 1997). Dans les testicules, le récepteur a la LH est exprimé sur les cellules de
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Leydig et stimule la production de testostérone alors que le récepteur a la FSH se situe sur les cellules

de Sertoli et certaines cellules germinales.

c) Lesgonades

Les gonades sont les effecteurs biologiques de la reproduction. Chez la femelle ce sont les ovaires
et chez le male les testicules. Elles présentent deux composantes : une composante gamétogénique
(la lignée germinale et des cellules de soutien de la lignée somatique) et une composante endocrine
(la lignée somatique uniquement).

Pour le testicule, la composante gamétogénique est constituée d’une partie tubulaire dans
laguelle a lieu la gamétogénése, c’est-a-dire la production des spermatozoides. La composante
endocrine consiste en la production de testostérone, qui est responsable d’une stimulation de
I'activité gamétogénique par les tubes séminiferes, d’un rétrocontrole négatif sur I’hypothalamus et

du phénotype sexuel secondaire tel que le comportement sexuel (Weinbauer et al., 2010).

i) La spermatogenése :

Le compartiment tubulaire représente 60 a 80% du volume total du testicule et contient les
cellules germinales et deux types de cellules somatiques : les cellules de Sertoli et les cellules
péritubulaires

Les cellules péritubulaires entourent les tubes séminiferes. Elles ont la particularité d’étre
contractiles et leur role est d’induire une activité péristaltique autour des tubes séminiféres
favorisant ainsi I’évacuation des gameétes nouvellement générés (Weinbauer et al., 2010).

Les cellules de Sertoli se trouvent dans le tube séminifére entres les cellules germinales. Elles sont
considérées comme des cellules de soutien qui facilitent la maturation des cellules germinales. Elles
contrélent I’environnement dans le tube séminifere en produisant le fluide séminal tubulaire
(Griswold, 1998; Weinbauer et al., 2010). Elles forment également la barriére hémato-testiculaire qui
isole du reste de I'organisme les cellules germinales considérées comme des corps étrangers par le
systeme immunitaire (Mruk and Cheng, 2015). Elles conditionnent également le nombre de cellules
germinales, car chaque cellule de Sertoli supporte un nombre défini de cellules germinales
(Meachem et al., 2001). Pour augmenter la spermatogénese, il faut augmenter le nombre de cellules
de Sertoli. C'est un des effets de la FSH, notamment lors de la puberté (Griswold, 1998; Orth et al.,
1988; Sofikitis et al., 2008).

Les cellules germinales sont contenues dans le tube séminifere. Elles portent différents noms en
fonction de leur stade de maturation. Plus ces dernieres sont avancées, plus elles se situent vers la
lumiere du tube. La durée totale de la spermatogenese est d’environ 51 jours chez le rat et 77 jours

chez ’lhomme (Amann, 2008; Clermont and Harvey, 1965).

jii)  La stéroidogenese
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1) Principe

La stéroidogenése se déroule dans I'espace interstitiel du testicule ol se trouvent les cellules de
Leydig, responsables de la production de testostérone a partir du cholestérol circulant,
majoritairement issu de I'alimentation (Weinbauer et al., 2010).

La testostérone agira sur son récepteur, le récepteur aux androgenes (AR). Localement, la
testostérone peut étre convertie irréversiblement en cestradiol via la P450 aromatase, ce qui lui
permet d’avoir des actions locales grace aux récepteurs aux cestrogénes (ERa) (Abdelgadir et al.,
1994). La testostérone pourra étre aussi convertie en dihydrotestostérone par la 5a réductase. Cette
forme possede une activité similaire a la testostérone sur I’AR mais ne pourra pas étre aromatisée en

oestrogenes.

2) Régulation de la synthése de testostérone :

La synthese de testostérone est régulée par les gonadotropines hypophysaires: I'hormone
lutéinisante (LH) et I’hormone folliculostimulante (FSH). La LH se lie sur son récepteur LHCGR exprimé
sur les cellules de Leydig (Dufau et al., 1984) alors que la FSH se lie sur son récepteur, le FSHR. Ce
sont tous les deux des récepteurs a 7 domaines transmembranaires liés a la protéine Gs (Menon and
Menon, 2012; Ulloa-Aguirre et al., 2007). Le FSHR est localisé sur les tubes séminiferes, mais pas sur
les cellules de Leydig. Cependant sa stimulation régulera secondairement les cellules de Leydig (Kerr

and Sharpe, 1985).

3) Cibles de la testostérone :

La testostérone agit sur des récepteurs aux androgenes localisés dans les cellules de Leydig ou elle
effectue un rétrocontrole négatif sur sa propre synthése (Stalvey and Clavey, 1992). Elle agit
également sur la spermatogénése via une action sur les cellules de Sertoli et les cellules
péritubulaires. Il suffit que le récepteur aux androgenes soit présent dans les cellules de Sertoli, sans
étre présent dans les cellules germinales, pour que la spermatogénese fonctionne (Lyon et al., 1975).
Ceci permet le maintien d’'une spermatogénése compléte, le développement des spermatocytes et
des spermatides et le maintien d’une contractilité des tubes séminiferes afin d’évacuer les
spermatozoides formés (Weinbauer et al., 2010).

La testostérone permet aussi la synthése du liquide séminal via la stimulation des vésicules
séminales. Il existe d’ailleurs une corrélation entre la concentration circulante de testostérone et la
taille des vésicules séminales (Lindner and Mann, 1960).

La testostérone exerce également un rétrocontrole négatif a différents niveaux de [l'axe
hypothalamo-hypophysio-gonadotrope. Elle exerce un rétrocontrole négatif sur la sécrétion de FSH
et LH au niveau de 'adénohypophyse a la fois sous la forme testostérone et sous la forme cestrogéne
(Bagatell et al., 1994). Elle inhibe également I'activité des neurones a GnRH de I’hypothalamus. Ce
rétrocontrole se réalise sur les neurones a GnRH qui expriment le récepteurs aux cestrogenes

(Hrabovszky et al., 2001; Radovick et al., 2012). Il se réalise aussi de maniere indirecte, car elle agit en
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amont des neurones a GnRH sur les neurones a Kp du noyau arqué qui expriment les AR et ERa
(Smith et al., 2005). La testostérone inhibe la synthése de Kp, qui est un puissant stimulateur des
neurones a GnRH (Oakley et al., 2009; Roseweir et al., 2009; Shibata et al., 2007).

La testostérone permet I'apparition des caracteres sexuels secondaires (Weinbauer et al., 2010)
en agissant surla peau pour développer la pilosité, le cerveau pour induire le comportement
reproducteur male, les cordes vocales ce qui induira une voie plus grave, et les muscles qui

augmenteront en masse et force musculaire.

d) Saisonnalité de |’axe reproducteur.

Chez de nombreux mammiferes saisonniers, I'axe hypothalamo-hypophysio-gonadique présente
des changements saisonniers allant jusqu’a une inhibition compléete. Chez les rongeurs saisonniers,
I"activité reproductrice est activée en été alors qu’elle sera totalement inhibée en hiver (Figala et al.,
1973). Chez ces espéces, la concentration circulante de gonadotropines LH et FSH est plus basse en
SP qu’en LP (Goldman and Brown, 1979; Schlatt et al.,, 1993; Turek et al., 1975), ce qui induit,
notamment chez le hamster syrien, une inhibition de la spermatogéneése, de la taille des gonades et
de la concentration de testostérone circulante en SP (Hikim et al., 1989; Powers et al., 1989). Une
activation des parametres sexuels secondaires telle qu’une augmentation du volume des vésicules
séminales est également remarquée en été (Johnson et al., 1987; Klosen et al., 2013). De facon
intéressante, chez le hamster djungarien, malgré une concentration en gonadotropines inhibée
(Niklowitz et al., 1989; Schlatt et al., 1993) et une spermatogénese inhibée également (Niklowitz et
al.,, 1989), le niveau de testostérone plasmatique n’est pas significativement différent entre des
animaux SP et LP (Greives et al., 2008; Jasnow et al.,, 2000). La différence de concentration de
testostérone chez cette espéece sera seulement observée au niveau intra testiculaire (ou la
concentration augmente en LP) (Niklowitz et al., 1989) ou via la différence de volume des vésicules
séminales, qui est un marqueur indirect de I'imprégnation en testostérone (Klosen et al., 2013).
Egalement, il a été montré que la mélatonine n’agit pas directement sur les neurones a GnRH et que
la réponse gonadotrope a la GnRH est indépendante de la photopériode (Urbanski et al., 1991). Seule

la sécrétion de GnRH sera inhibée (Urbanski et al., 1991).

VII) Saisonnalité de la reproduction: I'hypothése de travail reliant les changements de
photopériode aux changements d’activité reproductrice.

Des travaux récents sur les hamsters djungarien et syrien et sur le mouton, en partie réalisés dans
notre équipe, ont permis d’identifier des sites cellulaires et des acteurs moléculaires centraux régulés
de facon différentielle selon le fait que les individus soient maintenus en SP ou LP. Des études
histologiques ont montré qu’en LP I'expression de la TSHP est élevée dans la PT chez I'ensemble des
espéces saisonniéres (Bockmann et al., 1996; Dardente et al., 2003; Klosen et al., 2002)(Fig. 17) et

que le ratio Dio2/Dio3 est augmenté dans les tanycytes (Petri et al., 2016; Revel et al., 2006b) (Fig.
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17). L'expression des neuropeptides régulateurs de I'activité des neurones a GnRH, kisspeptine et
RFRP, est quant a elle respectivement augmentée dans le noyau arqué et le DMH (Revel et al., 20063,
2008). A linverse, dans les tanycytes, I'expression d’MCT8 un transporteur aux hormones
thyroidiennes est inhibée en LP par rapport a SP (Petri et al., 2016). Afin de valider I'implication des
neuropeptides TSH, Kisspeptine et RFRP dans la reproduction saisonniere, des études
pharmacologiques ont été entreprises. Pour cela, les trois molécules ont été injectées séparément de
facon chronique dans le LCR d’animaux adaptés a une photopériode inhibitrice (quand leur
expression endogene est basse et la reproduction est inhibée). TSH et Kp ont été capables de
réactiver la reproduction chez les hamsters syriens et/ou djungariens (Ansel et al., 2011; Klosen et al.,
2013; Revel et al., 2006a). RFRP a été capable de la réactiver chez les hamsters syriens (Ancel et al.,.
En plus de I'activité de reproduction, la TSH a également été capable de réaugmenter le ratio
Dio2/Dio3, et I'expression de RFRP et Kp (Helfer et al., 2013; Klosen et al., 2013). L’augmentation de
ce ratio entrainerait I'augmentation de l'activation de I’hormone thyroidienne T3 et de sa
concentration au niveau de I’hypothalamus. Or des injections chroniques intracérébroventriculaire
d’hormones thyroidiennes sont aussi capables de réactiver I'axe reproducteur chez des animaux en
photopériode courte (Barrett et al., 2007; Freeman et al., 2007). Ces informations, en association
avec le fait que la TSH est exprimée dans une structure sensible a la mélatonine (Dardente et al.,
2003; Klosen et al., 2002), nous ont permis, premierement, de suggérer que la TSH est la molécule la
plus en amont de la voie de signalisation et est différentiellement régulée par la photopériode et la
mélatonine.

De ces observations, un modele de travail a donc été proposé reliant le systeme saisonnier au
systeme reproducteur (Fig. 17) :

Lorsque I'animal passe en LP, le raccourcissement du pic de mélatonine va diminuer I'inhibition de
I’expression de TSHP qui va donc augmenter dans la PT (Bockmann et al., 1997; Dardente et al.,
2010) (Fig. 17). La TSH agira sur ses récepteurs présents sur les tanycytes ou elle induira une
augmentation du ratio Dio2/ Dio3 (Fig. 17). Cela conduit a une augmentation locale de la
concentration d’hormone thyroidienne active (Barrett et al., 2007). Les tanycytes expriment aussi le
transporteur MCT8 responsable du transport de I’hormone thyroidienne du sang vers le cerveau. Ce
transporteur est inhibé en LP (Herwig et al., 2009). Ceci pourrait étre induit par le rétrocontrole des
hormones thyroidiennes sur son expression.

A I'’heure actuelle, nous savons que les hormones thyroidiennes semblent importantes dans
I’activation de la reproduction saisonniére (Barrett et al., 2007; Freeman et al., 2007), cependant, les
cibles de I’'hormone thyroidienne sont peu connues. De par leur expression, également régulée par la
photopériode, nous pensons que I'hormone thyroidienne agirait au niveau des neurones a
kisspeptine et RFRP3 pour stimuler les neurones a GnRH (Fig. 17) afin d’entrainer I'activation de 'axe

hypothalamo hypophysiogonadotope et de I'activité reproductrice (Fig. 17).
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Figure 17 : Voie de signalisation hypothétique conduisant aux changements d’activité

reproductrice sous l'influence d’un passage en photopériode longue

TSH : thyréostimuline, Dio2 : Désiodinase 2, Dio3 Désiodinase 3, T3 : triiodothyronine, T4 : Tétraiodothyronine

VIII) Questions, hypothése et approches

Ce modele d’étude n’a que rarement été mis a I'épreuve, par manque d’outils génétiques ou
d’agents pharmacologiques efficaces chez les especes saisonniéres. Il a été établi en comparant les
deux états reproductifs, I'un activé en jours longs et I'autre inhibé en jours courts, sans qu’aucune
information temporelle dynamique n’y ait été introduite. Aussi, I'ordre temporel des événements
moléculaires de ce modele, ainsi que le lien entre le systeme de décodage photopériodique et le
systéme reproducteur via des hormones thyroidiennes, restent encore incertains.

Dans la premiére partie de mes travaux de these, j’ai tenté de répondre a cette problématique en

analysant la dynamique des changements moléculaires de I'ensemble de la voie TSH/Dios/peptides
RFamides/gonadotropines/activité gonadique chez des hamsters syriens et djungariens méles lors de
I’activation de leur systeme reproducteur suite a un transfert d’'une photopériode courte inhibitrice a
une photopériode longue activatrice.

Par ailleurs, j'ai comparé les mécanismes d’activation photopériodique, induits par une
diminution de la production de mélatonine, a ceux induits de fagon spontanée (photoréfractaire),
lorsque les hamsters sont maintenus pendant plus de 20 semaines en photopériode inhibitrice. En
effet, ni le site d’initiation, ni les mécanismes endocriniens et moléculaires impliqués dans cette
réactivation photoréfractaire spontanée de la reproduction ne sont connus. Afin de comprendre les

mécanismes impliqués dans ce systéme, j'ai analysé I'ensemble de la voie TSH/Dios/peptides
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RFamides/gonadotropines/activité gonadique au cours de la réactivation de la reproduction chez des
hamsters syriens et djungariens males maintenus en photopériode courte inhibitrice jusqu’a 24
semaines. La comparaison de ces deux études temporelles, présentées dans un article publié dans
Scientific Reports (Milesi et al., 2017) m’a permis d’établir les mécanismes communs et différentiels
de ces deux systemes de réactivation saisonniére.

De par l'activation tardive des neuropeptides kisspeptine et RFRP mis en évidence lors de ces
travaux, le réle des neuropeptides dans l'initiation du contréle saisonnier de la reproduction a été

remis en cause. C’'est pourquoi, dans la deuxieme partie de mes travaux, j'ai réalisé une inhibition

pharmacologique chronique du RFRP3 grace a I'antagoniste RF3286 afin d’évaluer son role dans la
régulation de la reproduction et plus particulierement dans la reproduction saisonniéere. Afin de
mettre en évidence un nouveau neuropeptide saisonnier précoce éventuel, jai aussi analysé
I'implication saisonniére d’'un nouveau neuropeptide, le 26RFa, connu pour réguler le métabolisme
énergétique et I'axe gonadotrope.

Enfin, mon étude initiale m’a aussi permis de montrer le réle inédit d’'une inhibition précoce de
I’expression de la Dio3, indépendante de la TSH, dans les deux types de réactivation. Aussi dans une

troisieme partie, je présenterai mes recherches de candidats potentiels a la régulation de la Dio3.
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1) Approche

Afin d’effectuer I'analyse dynamique des événements moléculaires lors d’'un événement de
réactivation photopériodique, nous avons décidé d’effectuer une série de 6 points de mesures entre
le jour du transfert en photopériode activatrice et la réactivation compléte de [lactivité
reproductrice, estimée a 6 semaines. Pour cela, j'ai effectué un échantillonnage a 0, 2, 7, 14, 28 et 42
jours. Un échantillonnage aprés seulement 2 jours a été réalisé car une étude a révélé que 2 jours de
photopériode stimulatrice suffisent pour induire une augmentation significative de TSH dans la PT du
mouton (Dardente et al., 2010). Pour chaque point expérimental j’ai quantifié 'ensemble des
molécules impliquées dans le modéle de travail.

En ce qui concerne I'analyse dynamique d’une activation photoréfractaire endogéne, j’ai réalisé 5
échantillonnages étalés entre 12 et 24 semaines en photopériode inhibitrice. Cette fenétre
temporelle a été choisie d’aprés Schlatt et al. (1995) et Urbanski et al. (1983), qui ont montré
gu’apres 12 semaines en photopériode inhibitrice, le poids testiculaire est minimal chez les hamsters
djungariens et qu’entre 12 et 24 semaines, une réactivation de la reproduction est constatée. Tout
comme dans la premiéere analyse, I'ensemble des molécules impliquées dans le modeéle de travail ont
été quantifiées a chaque point expérimental.

Afin d’évaluer et de dissocier les évenements spécifiques aux especes des événements plus
conservés, ces deux études ont été réalisées chez le hamster syrien (Mesocricetus auratus) et le
hamster djungarien (Phodopus sungorus), deux espéces ne possédant pas d’horloge circannuelle. Ces
études ont été faites chez le male afin d’écarter les interactions possibles avec les cycles oestriens
présents chez la femelle.

Dans un deuxiéme temps, j'ai voulu voir quels roles jouent les neuropeptides lors de la
réactivation photopériodique. Pour cela, j'ai utilisé un antagoniste du récepteur au RFRP3 (NPFFR1).
Cet antagoniste, le RF3286, a été injecté chroniquement intracérébroventriculairement (ICV)
pendant 6 semaines lors d’un processus de réactivation photopériodique chez le hamster syrien
male. J’'ai choisi cette espéce car I'antagoniste y avait été précédemment testé. Il a été démontré
qu’il était capable d’inhiber I'augmentation de LH induite par une injection ICV de RFRP3 (thése Jo
Henningsen 2016). J'ai également analysé la contribution du 26RFa dans la saisonnalité. Ce
neuropeptide découvert récemment est en effet capable de moduler I'activité de I'axe reproducteur,
mais son implication dans la saisonnalité reste inconnue.

Enfin, j’ai cherché des candidats potentiels pour la régulation de la Dio3. Pour cela, j’ai réalisé une
recherche bibliographique dans le but de trouver des candidats intervenant dans la régulation de
Dio3, dans la régulation de la reproduction ou alors qui sont régulés photopériodiquement. Mes
recherches se sont portées premierement sur Sonic Hedgehog (SHH), connu pour activer la Dio3 dans
les kératinocytes malins (Dentice et al., 2007). Il y a également MKRN3 et EAP1, deux facteurs de
transcription respectivement connus pour étre importants dans I'inhibition prépubére et I'activation

pubertaire de la reproduction (Abreu et al., 2013; Heger et al., 2007). Pour ces derniers, j'ai
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préalablement vérifié la variation d’expression pré-pubertaire chez le hamster syrien, puis dans un
deuxiéme temps analysé les variations d’expression photopériodique. Enfin, je me suis intéressé a
deux facteurs photopériodiques : la Somatostatine (Klosen et al., 2013; Petri et al., 2016) et la
Chromogranine A (Wood et al., 2015). L'ensemble des études transcriptionnelles par qPCR ont été
réalisées chez le hamster syrien, du fait de la disponibilité du génome alors que des études par

hybridation in situ ont été réalisées chez le hamster djungarien.

1)  Animaux

L'expérimentation animale a été pratiquée en accord avec le décret frangais 2013-118
implémentant la directive européenne 2010/63/EU. L'ensemble des procédures réalisées ont été
mises en place afin de minimiser le nombre d’animaux utilisés et approuvées par le Comité de Bien-
Etre Animal de la Plateforme d’Expérimentation Animale (Chronobiotron UMS 3415). Les hamsters
syriens (Mesocricetus auratus) et djungariens (Phodopus sungorus) impliqués dans ces procédures
sont issus de I'élevage interne du Chronobiotron étaient 4gés de 3 a 6 mois en début d’expérience et
ont été élevés dans les conditions suivantes :

- LP (LP) de respectivement 14h de lumiére pour 10h d’obscurité pour les hamsters syriens et
de 16h de lumiere pour 8h d’obscurité pour les hamsters djungariens. Cette photopériode permet de
maintenir leur axe reproducteur actif.

- Contréle de la température : 20+2°C

- Contréle de I'hygrométrie : 50+5%

- Mise a disposition de nourriture et d’eau a volonté
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) Expériences

a) Expérience 1: Analyse du décours temporel de I'activation photopériodique et

photoréfractaire

i) Experience 1a :

s 2jours 7 14] 28 42]

0 10
1l | Photopdriode Longuel(L14h/D10h)

ii)  Experience 1b :

0 10s  12s 14s 16s 20s 24s
111 Photopériode courte (L10h/D14h) =- (L10h/D14h }

Testicules poids
Vésicules séminales poids
FSH RIA sur du plasma
RFRF/Kiss ISH/IHC
Dio2, Dio3, TSHB,
MCT8 ISH

Figure 18 : Représentation schématique du design expérimental de I'analyse du décours temporel

de I'activation photopériodigue et photoréfractaire.

Les analyses du décours temporel de I'activation photopériodique ont impliqué 36 animaux par
espece. Durant une période de 10 semaines, ces animaux ont été placés en SP de respectivement
10h de lumiére pour 14h de nuit pour les hamsters syriens et de 8h de lumiere pour 16h de nuit pour
les hamsters djungariens. Cette SP a permis d’inactiver leur axe gonadotrope. lls ont ensuite été
repassés en LP afin de réactiver I'axe gonadotrope. Un groupe de 6 animaux a été sacrifié a 0, 2, 7,
14, 28, et 42 jours.

Pour les analyses du décours temporel photoréfractaire 36 animaux par espece ont également été
utilisés. Ces animaux ont été placés en SP pendant 24 semaines afin d’inactiver dans un premier
temps leur reproduction et d’induire dans un second temps le phénoméne de réactivation endogéne
(photoréfraction) de I'axe gonadotrope. Un groupe de 6 animaux a été sacrifié a 12, 14, 16, 20, et 24

semaines de SP.
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b) Expérience 2 : Analyse du réle du RFRP3 dans le processus de réactivation de la reproduction

0 11s 6 semaines

Photopériode courte (L10h/D14h)

Implantation Euthanasie
Mini pompes

Photopériode longue (L14h/D10h)

Prise alimentaire tous les
mardis et vendredis

f&\-\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\i\e\\sam%s Photopériode longue (L14h/D10h)

Mini pompes

Figure 19 : Représentation schématique du design expérimental de I'analyse du réle du RFRP3

dans le processus de réactivation de la reproduction

Les analyses du rdéle du RFRP3 dans le processus de réactivation de la reproduction ont impliqué
32 hamsters syriens males adultes. La moitié d’entre eux a été placée pendant 11 semaines en SP
afin d’inhiber leur axe gonadotrope. Parallelement, I'autre moitié a été maintenue en LP. lls ont été
élevés dans des cages collectives enrichies (barreau + nids) de 3 animaux maximum. Tous les
animaux ont ensuite été équipés d'une mini pompe osmotique a délivrance chronique
intracérébroventriculaire (cf. : partie IV b.) avant d’étre replacés en LP pendant 6 semaines
supplémentaires en cage individuelle enrichie (barreau + nids) avec contacts visuels et olfactifs de
leurs congéneres.

Durant ces 6 semaines, le poids de chaque animal ainsi que sa prise alimentaire ont été

déterminés deux fois par semaine. A la fin de cette période, tous les animaux ont été euthanasiés.

c) Expérience 3 : Comparaison du profil d’expression de molécules d’intérét pendant la puberté

et dans différents états photopériodiques

Dans cette expérience, des analyses par gPCR ont été réalisées sur 38 hamsters syriens. L'analyse
du profil d’expression pubertaire a été effectuée sur 26 animaux élevés en LP et euthanasiés a 10, 20,
29, et 62 jours d’age. L'analyse de I'expression génique aux différents stades saisonniers a été
effectuée sur 18 animaux males adultes dgés de 6 a 10 mois. Six d’entre eux ont été maintenus en SP
pendant 11 semaines afin d’analyser I'état sexuellement inactif. Six autres ont été maintenus en SP
pendant 24 semaines afin d’analyser I'état photoréfractaire suite a une réactivation endogéne de
I’axe gonadotrope. Enfin, les six derniers ont été maintenus en LP toute leur vie afin d’analyser I'état

sexuellement actif.
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d) Expérience 4 : Analyse de |'effet saisonnier photopériodique et endogéne photoréfractaire

sur I'expression de la Chromogranine A dans la PT de I'adénohypophyse

Les études ont été réalisées sur les mémes groupes expérimentaux que pour |'expérience 1B.

IV) Procédures chirurgicales et d’échantillonnage

a) Echantillonnage des tissus pour immunohistochimie et hybridation in situ

L’euthanasie des animaux a été pratiquée par overdose de dioxyde de carbone. Une fois I'arrét
respiratoire constaté, un préléevement sanguin a été réalisé par ponction intracardiaque, puis les
animaux ont été fixés par perfusion transcardiaque de fixateur periodate-lysine-paraformaldéhyde
(PLP) (100mM lysine-phosphate pH7.4, 4% formaldéhyde, 10mM periodate de sodium). Les testicules
ont ensuite été disséqués et pesés, ainsi que les vésicules séminales, en prenant soin de ne pas
perdre de fluide séminal. Les cerveaux ont été prélevés pour une analyse par immunohistochimie et

hybridation in situ (Cf. paragraphe dédié N°VI et ViI).

b) Placement de mini pompes osmotigues a délivrance intracérébroventriculaire

Avant I'acte chirurgical, les mini-pompes osmotiques n°2006 (Alzet, USA) ont été préalablement
remplies avec :

- Soit la solution d’intérét : 'antagoniste du récepteur NPFFR1 (RF3286) fourni gracieusement par
F. SIMONNIN, dilué dans du liquide céphalo rachidien artificiel (aCSF) a raison de 8.33umol/uL pour le
groupe traité.

- Soit seulement du aCSF pour le groupe controéle.

La pompe osmotique délivrera 0.15uL/h pendant 42 jours aprés avoir été amorcée pendant 24h
dans une solution de NaCl a 0.9%. Elles ont ensuite été préparées en les reliant grace a un cathéter

de 3.5cm, a une canule d’infusion « Brain infusion Kit 1 » (Alzet, USA n° 0004760).

Une analgésie préopératoire a été faite par injection sous cutanée de metacam 2mg/kg et de
xylovet 5 mg/kg au site de la trépanation. L'implantation des mini-pompes Alzet a été effectuée sous
anesthésie par injection intrapéritonéale de Zoletil (Zolazepam/Tiletamine) a raison de 40 mg/kg et
de Rompun (Xylazine) a raison de 5 mg/kg. L’hypothermie induite par I'anesthésie a été contrélée via
un tapis chauffant thermostatisé. Apres vérification de la profondeur de I'anesthésie, la téte de
I’'animal est placée dans un cadre stéréotaxique et une incision de la peau du crane est réalisée,
suivie du dégagement de la suture fronto-pariétale. Deux vis de soutien sont insérées dans le crane
afin d’assurer I'ancrage de la canule d’infusion (Alzet, USA n° 0004760). Au-dessus des coordonnées
stéréotaxiques établies a 0.8mm postérieur et 2mm latéral par rapport au bregma, une trépanation a
été effectuée et les méninges ont été incisées. La canule (Alzet, USA n° 0004760) a été descendue de

3 mm sous la dure mére et fixée avec du ciment dentaire alors que la mini pompe a été placée sous
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la peau du dos de I'animal. L'incision cutanée est alors resserrée autour de la canule grace a 3 points
de suture. L'animal a ensuite été réveillé sous surveillance et replacé dans sa cage en LP. Le
lendemain, un traitement post-opératoire de 3 jours par metacam a raison de 1mg/kg a été entamé
dans I'eau de boisson. Pendant la premiére semaine post-opératoire, I'état général de I'animal et la
cicatrisation de la zone cutanée autour de la canule ou de la mini pompe ont été vérifiés
quotidiennement et la souffrance post-opératoire a été évaluée selon les critéres suivants:

diminution du comportement exploratoire, prostration, aspect du pelage, perte de poids.

c) Echantillonnage des tissus pour PCR guantitative

Les animaux ont été euthanasiés par overdose de dioxyde de carbone. Aprés dissection des
cerveauy, les hypothalami ont été isolés et congelés dans de |’azote liquide. Lors de la dissection des
hypothalami, la plus grande attention a été portée a la reproductibilité, en utilisant des reperes

visuels comme illustrés ci-dessous (Fig. 20) :

\\\_ e i -\.;\\ ’/:-/ i = S

s e

Figure 20 : Représentation schématique de la délimitation de la zone hypothalamigue prélevée

V) Enrobage des cerveaux pour 'immunohistochimie et I’hybridation in situ

Une fois les animaux perfusés, les cerveaux ont été disséqués puis post-fixés par immersion
pendant 12 heures dans du fixateur PLP. Ils ont été ensuite déshydratés par des bains successifs
d’éthanol a 50% et 70%, d’éthoxyéthanol et de butanol, pour enfin étre enrobés a chaud (50°C)
progressivement dans du polyéthylene glycol (PEG) 1000 100% puis dans du PEG 1000/1500
50%/50% et enfin du PEG 1000/1500 5%/95%. Les blocs ont ensuite été refroidis a température
ambiante et les cerveaux ont été coupés au microtome, de la fin du chiasma optique a la fin des
récessus mamillaires. L'épaisseur de coupe étant respectivement de 10 et 12um pour le hamster
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djungarien et syrien. Les coupes ont ensuite été montées de maniere sériée sur des lames
SuperFrost® Ultra Plus, séchées pendant 15 minutes a 60°C et stockées a sec a -80°C en vue d’un

marquage par hybridation in situ ou a 4°C dans du PBS1x pour la réalisation d'immunohistochimie.

VI) Hybridation in situ

a) Design des Ribosondes

Les séquences codantes (CDS) des genes cibles (Sonic Hedgehog, MCT8, Dio3) de différentes
especes ont été alignées et des jeux d’amorces ciblant les régions conservées ont été déterminés
grace au logiciel en ligne PriFi (https://services.birc.au.dk/prifi/). Ces amorces ont été utilisées pour
amplifier par PCR une portion de la séquence codante allant de 700 a 1000 paires de bases, si
possible. L'amplicon a ensuite été séparé sur gel d’agarose 1.2% et extrait de celui-ci grace au kit
Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research, USA). Cet amplicon a été inséré dans le vecteur
pSTBluel (Millipore, USA) et le plasmide alors formé est incorporé dans des bactéries compétentes
qui ont été ensemencées et cultivées pendant 24h a 37°C sur milieu Luria-Bertani (LB) solide +
Kanamycine (20ug/ml). Une colonie de bactéries a été ensuite récupérée et cultivée une nuit a 37°C
dans un milieu LB liquide + Kanamycine (20pg/ml). Le plasmide a été alors extrait grace a un kit
d’extraction de plasmide (Qiagen, Allemagne) et séquencé a partir du promoteur T7, afin de vérifier
la validité de la séquence amplifiée. Si celle-ci correspond bien au gene cible, le plasmide a été
linéarisé en fonction du sens d’insertion de I'amplicon et du sens de transcription voulu (sens ou
antisens). Une T7 ou SP6 polymérase (Roche, Meylan, France) a été ensuite utilisée pour transcrire

des sondes ARN en incorporant des uridines triphosphates marquées a la digoxigénine (Roche,

Meylan, France).

TSHPB Rattus norvegicus 2610-2975, XM 008761373
Deiodinase 2 760 Mesocricetus auratus 442-1402, XM_005083985
Deiodinase 2 725 Phodopus sungorus KC741502
Deiodinase 3 1147 Phodopus sungorus MF662622

Kisspeptin 266 Rattus norvegicus 90-359, NM 181692

RFRP 440 Phodopus sungorus 87-529, JF727837

MCT8 1092 Phodopus sungorus MF662621

SHH 743 Phodopus sungorus MG970687

OATPC1 710 Phodopus sungorus MG970688
26Rfa 306 Phodopus sungorus MG970689

Table 2 : Ribosondes utilisées pour I’hybridation in situ
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b) Hybridation in situ non radioactive

Sortie des lames du stockage a -80°C.

Post fixation, de 5Sminutes avec du formaldéhyde 4% dans du tampon phosphate 0.1M (PB).

Rincage 3 x 5 minutes avec du tampon phosphate salin (PBS1x).

Incubation avec la Protéinase K a 0.5ug/mL dans du PBS1x pendant 30 minutes a 37°C afin de faciliter
I’accessibilité aux ARN cibles.

Lavage rapide avec du PBS1x a 4°C afin de laver la Protéinase K tout en I'inhibant par le froid.

Fixation au formaldéhyde 2% dans du PB 0.1M, a 4°C afin d’inhiber la Protéinase K résiduelle par
fixation.

Lavages au PBS1x a 4°C 3 x 5 minutes.

Acétylation de 10 minutes avec un bain contenant 100mM de triéthanolamine et 0.25%
d’anhydride acétique a température ambiante. Aprés ces 10 minutes initiales, I'acétylation est
poursuivie pendant 10 min additionnelles en rajoutant 0.25% d’anhydride acétique dans la solution.
Le but est d’inhiber les RNAses résiduelles via une acétylation du site actif de I'enzyme.

Incubation des sondes a 100ng/uL a 60°C pendant environ 40h dans du tampon d’hybridation
contenant 50% de formamide, du Denhardt’s 5X (Invitrogen, USA), du tampon salin citrate de sodium
(SSC) 5X et de I’ADN de sperme de saumon a 1mg/mL (Roche, Meylan, France).

Lavage de I'exces de sondes 3 x 10 minutes avec du SSC5x.

Lavage 6 x 10 minutes avec du SSC0.1x a 72°C. Ces étapes de stringence permettent I'élimination des
sondes accrochées de maniére aspécifique.

Saturation des coupes pendant une heure avec du réactif de blocage (Roche, Meylan, France).
Détection des digoxygénines présentes dans les sondes avec un antisérum mouton anti-digoxygénine
couplé a la phosphatase alcaline (Roche, Meylan, France) a 1/5000 dans de la solution de blocage,
pendant une nuit a température ambiante.

Lavage de I'excés d’anticorps 3 x 10 minutes avec du tampon Tris salin pH 7.5.

Equilibrage des lames dans le tampon de révélation de phosphatase alcaline (Tris salin pH 9.5).
Détection de l'activité phosphatase alcaline dans du tampon Tris salin pH 9.5 contenant du
bromochloroindolyl phosphate a 165ug/mL et du nitroblue tétrazolium a 330ug/mL.

Rincages prolongés des lames afin de stopper la phosphatase alcaline et de rincer I'excés de substrat.
Recouvrement des coupes avec du CC/Mount™ (Sigma Aldrich, USA) et séchage a température
ambiante.

Couverture des lames avec une lamelle couvre objet collée a I'Eukit ® (Sigma Aldrich, USA).

86



VIl) Immunohistochimie

a) Simple immunohistochimie

Marquage RFRP ou Kp chez le hamster djungarien :

- Ringage au TBS + 0.05% Tween 20 (TBS-T).

- Réactivation antigénique dans un tampon Tris 12.5 mM Citrate 1.25 mM pH 8 pendant une heure a
95°C.

- Refroidissement lent pendant au moins 30 minutes a température ambiante.

- Saturation pendant 1 heure a température ambiante avec une solution de lait écrémé en poudre a
3% dans du TBS-T.

- Incubation pendant une nuit a température ambiante les antiséra lapin anti-Kp-52 de rat (JLV1,
(Mikkelsen and Simonneaux, 2009) ou lapin anti-RFRP3 de rat (fourni par G. Anderson, (Rizwan et al.,
2012) dilués au 1/1500 dans une solution de TBS-T+ 1% de sérum d’ane.

- Lavages 3 x 10 minutes au TBS-T pour rincer les anticorps non fixés.

i) PourKp

- Incubation pendant 2 heures a température ambiante avec un antisérum ane anti lapin couplé a la
biotine a 0.5ug/mL (Jackson ImmunoResearch, USA), dilué dans du TBS-T + 1% de sérum d’ane.

- Lavage de I'excés d’anticorps 3 x 10 minutes au TBS-T.

- Incubation pendant une heure a température ambiante avec de la Neutravidine-HRP (NAV-HRP)
(Thermofisher Scientific, USA) diluée a 0.5ug/mL dans du TBS-T + 0.02% de gélatine de poisson d’eau
froide (Sigma Aldrich, USA).

- Lavage de I'excés de NAV-HRP 1 x10 minutes avec du TBS-T et 2 x10 minutes avec du TBI (50mM
TRIS, 10mM Imidazole pH 7.6).

- Lactivité peroxydase est détectée avec 500pg/mL de tétrahydrochlorure de diaminobenzidine dans
du TBI additionné de 1.4x10° % d’H,0,.

- Lavages 3 x 10 minutes a I'eau de ville pour rincer I'excés de solution de révélation.

- Déshydratation des coupes avec des bains successifs d’éthanol 70%-95%-95%-100%-100% de 5
minutes suivis par 2 bains de toluéne de 10 minutes.

- Scellage des lames avec une lamelle couvre objet collée a I'Eukit ® (Sigma Aldrich, USA).
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i) Pour RFRP-3
Incubation pendant 2 heures a température ambiante avec un antisérum secondaire ane anti
anticorps de lapin couplés a I’Alexa 594 a 1ug/mL (Thermofisher Scientific, USA).
Lavage de I'exces d’anticorps 3 x 10 minutes avec du TBS-T.
Scellage des lames avec une lamelle couvre objet et une solution de glycérol 90% + 0.02% d’azide de
sodium.

Stockage a 4°C.

b) Double Immunohistochimie

i) Double marquage TSHB8-Chromogranine A chez le hamster djungarien :
Rincage de 5 minutes au TBS + 0.05% Tween 20 (TBS-T) a température ambiante.
Réactivation antigénique dans un tampon Tris 12.5 mM Citrate 1.25 mM pH 8 pendant une heure a
95°C.
Refroidissement lent pendant au moins 30 minutes a température ambiante.
Saturation pendant 1 heure a température ambiante avec une solution de lait écrémé en poudre a
3% dans du TBS-T.
Incubation pendant une nuit a température ambiante des anticorps primaires souris anti-TSHPB de rat
monoclonal clone #442506 (R&D system, USA), lapin anti- Chromogranine A bovine SP1 polyclonal
(ImmunoStar, USA} dans une solution de TBS-T+ 1% de sérum d’ane.
Lavages 3 x 10 minutes au TBS-T pour rincer les anticorps non fixés.
Incubation pendant 2 heures a température ambiante avec des antiséra secondaires dne anti
anticorps de lapin couplés a I’Alexa 488 a 1pg/mL (Thermofisher Scientific, USA) et dne anti souris
couplés a la biotine a 0.5pg/mL (Jackson ImmunoResearch, USA) dilués dans du TBS-T + 1% de sérum
d’ane.
Lavage de I'exces d’anticorps 3 x 10 minutes au TBS-T.
Incubation pendant une heure a température ambiante avec de la Neutravidine-HRP (Thermofisher
Scientific, USA) diluée a 0.5pg/mL dans du TBS-T + 0.02% de gélatine de poisson d’eau froide (Sigma
Aldrich, USA).
Lavage de I'exces de NAV-HRP 1 x 10 minutes avec du TBS-T et 2 x 10 minutes avec du PBS1x.
L'activité peroxydase est détectée via une révélation de 30 minutes avec 1ug/mL de Tyramide-
Rhodamine dans du PBS1x additionné de 100 mM d’imidazole pH 7.6 et 4.67x10° % H,0,.
Lavages de I'exces de solution de révélation 3 x 10 minutes avec du PBS1x
Scellage des lames avec une lamelle couvre objet et une solution de glycérol 90% + 0.02% d’azide de
sodium.

Stockage a 4°C.
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ii) Double marquage aGSU-Chromogranine A

Ringage de 5 minutes au TBS + 0.05% Tween 20 (TBS-T) a température ambiante.

Saturation pendant 1 heure a température ambiante avec une solution de lait écrémé en poudre a
3% dans du TBS-T.

Incubation pendant une nuit a température ambiante avec I'antisérum primaire lapin anti- aGSU de
rat polyclonal (NIDDK, USA) dans une solution de TBS-T+ 1% de sérum d’ane.

Lavages 3 x 10 minutes au TBS-T pour rincer les anticorps non fixés.

Incubation pendant 2 heures a température ambiante avec I'antisérum ane anti lapin couplé a la
biotine a 0.5ug/mL (Jackson ImmunoResearch, USA) dilués dans du TBS-T + 1% de sérum d’ane.
Lavage de I’exces d’anticorps 3 x 10 minutes au TBS-T.

Incubation pendant une heure a température ambiante avec de la Neutravidine-HRP (Thermofisher
Scientific, USA) diluée a 0.5pg/mL dans du TBS-T + 0.02% de gélatine de poisson d’eau froide (Sigma
Aldrich, USA).

Lavage de I’exces de NAV-HRP 10 minutes avec du TBS-T et 2 x 10 minutes avec du PBS1x.

L'activité peroxydase est détectée via une révélation de 30 minutes a température ambiante avec
1lpg/mL de Tyramide-Rhodamine dans du PBS1x additionné de 100 mM d’imidazole pH=7.6 et
4.67x10° % H,0,.

Lavages 3 x 10 minutes au PBS1x.

Lavage 4 x 5 minutes a I'eau distillée pour préparer I’élution des anticorps.

Elution des anticorps avec 2 lavages de 15 minutes avec une solution Glycine 0.1M pH2.2 + Triton X-
100 0.3%.

Lavages de la solution d’élution 2 x 5 minutes au PBS1x.

Fixation au formaldéhyde 4% dans du PB 0.1M pendant 5 minutes.

Lavage 4 x 5 minutes : 2 au PBS1x, 2 au TBS-T.

Réactivation antigénique dans un tampon Tris 12.5 mM Citrate 1.25 mM pH 8 pendant une heure a
95°C.

Refroidissement lent a température ambiante pendant au moins 30 minutes.

Saturation pendant 1 heure avec une solution de lait écrémé en poudre a raison de 3% dans du TBS-T
a température ambiante.

Incubation toute la nuit des anticorps primaires lapin anti- Chromogranine A bovine SP1 polyclonal
(ImmunoStar, USA) dans une solution de TBS-T+ 1% de sérum de d’ane a température ambiante.
Lavage 3 x 10 minutes au TBS-T pour rincer les anticorps non fixés.

Incubation pendant 2 heures a température ambiante de I'antisérum ane anti lapin couplés a I'Alexa
488 a 1ug/mL (Jackson ImmunoResearch, USA) dilués dans du TBS-T + 1% de sérum d’ane.

Lavage 3 x 10 minutes avec du TBS-T pour rincer les anticorps non fixés.
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Scellage des lames avec une lamelle couvre objet et une solution de glycérol 90% + 0.02% d’azide de
sodium.

Stockage a 4°C.

VIII) Analyse d’image et statistiques

a) Analyse des images

L’ensemble des animaux et des lames ont été traités dans les mémes conditions afin d’assurer un
traitement identique, nécessaire aux analyses semi-quantitatives. L'ensemble des photos en lumiere
transmise ont été prises avec un microscope Leica DMRB équipé d’'une caméra numérique Olympus
DP50. Les temps d’exposition, la sensibilité et le contraste de la caméra ont été standardisés. Toutes
les photos analysées étaient enregistrées en 8bit auxquelles une image du bruit de fond issu d’une
zone sans tissus a été soustraite. Le logiciel ImagelJ a été utilisé pour traiter I'ensemble des images a
fond clair. Les photos des doubles marquages immunofluorescents ont été réalisées quant a elles au
Hamamatsu NanoZoomer S60, en prenant soin de standardiser également I'ensemble des
parametres d’acquisition. Elles ont été analysées a I'aide du logiciel propriétaire NDP.view?2.

Les analyses de Dio3, de OATP1C1 chez le hamster djungarien et de MCT8 chez les deux espéces
ont été réalisées sur les corps cellulaires des tanycytes a. L'analyse de Dio2 a été réalisée sur les
pieds tanycytaires au niveau du sulcus tubéro-infundibulaire. Le niveau d’expression a été quantifié
en mesurant l'intensité du niveau de gris moyen délestée du bruit de fond moyen, a 'aide de I'objet
ligne du logiciel Image) (d’une largeur nécessaire pour couvrir la zone a analyser).

L’expression de Kp a été quantifiée dans le noyau arqué. Pour I'hybridation in situ, la moyenne de
I'intensité intégrée a été mesurée avec des cercles de taille fixe entourant les corps cellulaires. Les
neurones ont été choisis aléatoirement et la moyenne d’intensité intégrée a été calculée a partir d'un
nombre minimal de 50 mesures.

Les cellules RFRP positives dans le DMH et les tanycytes Dio3 positifs au niveau des corps
cellulaires des tanycytes a chez le hamster syrien ont été comptées sur des coupes sériées. De
méme, les cellules Kp positives analysées par immunohistochimie ont, quant a elles, été comptées
dans le noyau arqué. Lors de |’échantillonnage, j'ai pris soin d’inclure des coupes rostrales et
caudales ne contenant plus de cellules marquées afin d’étre slir que toute la structure d’intérét a été
analysée. Pour le comptage des cellules 26RFa positives, les cellules ont été comptées dans
I’hypothalamus latéral. Sur cette derniere étude, I’échantillonnage a été étalonné grace a des reperes
anatomiques de 0.6 a 2.5 mm postérieur au bregma (The golden Hamster Brain L.P. Morin et R.I.
Wood). Pour chaque géne/peptide analysé, les cellules positives ont été comptées sur 8 a 10
sections, respectivement espacées de 90um chez le hamster djungarien et de 140um chez le hamster
syrien. Le nombre de neurones a été normalisé par le nombre de coupes analysées.

Les analyses de TSHB, aGSU, et Chromogranine A ont été réalisées en comptant les cellules

positives dans la PT. Ce nombre a été normalisé par la suite par la longueur de la PT analysée.
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Dio3/MCT8/0ATP1

TSHR/aGSU/CgA

Figure 21 : Représentation de la localisation anatomiqgue de I'analyse des différents acteurs

moléculaires.
Les neurones jaunes représentent les neurones a RFRP, les rouges, les neurones a kisspeptine et les violet les neurones
a 26RFa. Les cellules vertes représentent les tanycytes o ou est quantifié Dio3, OATP1C1 et MCT8 alors que le trais vert
représente le sulcus tubéro-infundibulaire ol est quantifié Dio2, DMH : dorso médian hypothalamus, VMH : ventro médian

hypothalamus, LH : latéral hypothalamus, PT : pars tuberalis, TO : tractus optique, 3V : 3éme ventricule

b) Analyses Statistiques

La valeur finale donnée est la moyenne + SEM des valeurs moyennes individuelles obtenues pour
5 a 6 animaux. Le nombre initial d’animaux par groupe était de 6, cependant au cours de la
préparation des échantillons biologiques, certains animaux ont di étre exclus du fait du manque
d’exploitabilité de la zone d’intérét. Les données ont été analysées par Analyse de Variance a un
facteur (ANOVAL1). Les différences sont considérées comme significatives lorsque la valeur P est

inférieure ou égale a 0.05.

IX) Dosage RIA des concentrations plasmatiques de FSH et 26RFa

Les niveaux de FSH ont été déterminés a partir d’'un volume de 50ul par I'’équipe de Manuel Tena
Sempere. en utilisant un protocole RIA décrit dans l'article de (Ancel et al., 2012).

Les niveaux de 26RFa plasmatique ont été déterminés par I'équipe de Nicolas Chartrel en utilisant
un protocole RIA (Prévost et al., 2015).

L’ensemble de ces dosages a été réalisé a titre gratuit par ces deux équipes.

X) PCR quantitative en temps réel

a) Extraction des ARN et rétrotranscription.

Les échantillons ont été sortis du lieu de stockage et conservés sur glace. Dans chaque tube a été
immédiatement ajouté 1ml de solution TriReagent (MRC Inc., USA). Les échantillons ont été lysés par

des allers-retours a I'aide d’une seringue avec une aiguille G18 dans un premier temps puis G21,
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avant de transférer la solution dans des tubes Phase-Lock gel™ de 1.5mL (5prime, USA). Cing cent
microlitres de chloroforme ont été ajoutés, le tube a été vigoureusement agité a la main et
centrifugé 10 minutes a 12000 x g. La phase aqueuse a été prélevée, transférée dans un autre tube
Phase-Lock de 1.5mL avec 500uL de chloroforme et agitée vigoureusement a la main avant d’étre
recentrifugé 10 minutes a 12000 x g. La phase aqueuse a été prélevée et mélangée vigoureusement a
550uL d’isopropanol. Le tout a été laissé précipiter 2 heures a -80°C puis centrifugé 45 minutes a
22000 x g a 4°C. Le surnageant a été remplacé par 1ml d’éthanol 75% et le tube a été recentrifugé 10
minutes a 22000 x g a 4°C. Ce dernier lavage a été renouvelé une fois puis le culot a été séché et
resuspendu dans 20ul d’eau exempte d’RNAses. La quantité d’acides nucléiques a été déterminée au
spectrophotomeétre Nanodrop (Thermofisher, USA) et la pureté des échantillons a été validée si le
ratio A260/A280 est supérieur a 1.80 et A260/A230 proche de 2. Si c’est le cas, I'intégrité de ’ARNm
a également été vérifiée par analyse de la dégradation des ARN ribosomaux 18 et 28S au
Bioanalyseur (Agilent, USA) avec un kit RNA6000 nano (Agilent, USA). L’échantillon considéré comme
utilisable si le score d’intégrité de I’ARN (RIN) était supérieur a 6 a été alors stocké a -80°C jusqu’a
rétrotranscription en cDNA. Cette rétrotranscription a été effectuée par le kit High Capacity RNA-to-

cDNA (Applied Biosystems, USA).

b) Mise au point

Les séquences codantes de chaque transcrit d’intérét de hamster syrien ont été récupérées en
ligne sur la banque de données Genbank. Via le logiciel Primer Express (Applied Biosystem, USA),
chacune de ces séquences a été utilisée pour générer entre 3 et 5 jeux d’amorces spécifiques.
Chacune de ces amorces a une longueur de 20 a 25 nucléotides et a été sélectionnée afin d’obtenir
des produits d’amplifications compris entre 50 et 150 nucléotides de long. Leur synthése a été
confiée a la société Sigma Aldrich (USA). Afin de valider la spécificité de ces amorces, une PCR
quantitative en temps réel a été faite avec une courbe dose/réponse utilisant un mélange
équimolaire de cDNA a 100, 10, 1, 0.1 et 0.01ng/pL provenant de différents échantillons, ainsi qu’un
échantillon non spécifique ne contenant que du tampon (NST). Pour cela 1uL de cDNA, 3uL de
chaque primer a 2uM et 10uL de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA) ont été
mélangés dans un volume total de 20uL et la PCR a été réalisée avec une phase de dénaturation de
10 minutes a 95°C, et quarante cycles comportant une phase de dissociation de 15 secondes a 95°C
et une phase d’élongation pendant 1 minute a 60°C. A la fin, une courbe de fusion a été effectuée.
Cette courbe de fusion permet de savoir combien de types de produit de PCR comporte le mélange
final. En effet, a chaque fois que la courbe de dissociation arrive a la température de demi-
dissociation (Tm) d’un type d’amplicon, la pente de la courbe de fusion (-6 fluorescence/ &
température) augmente. S’il n’y a qu’un seul pic, cela veut dire qu’il n’y a qu’un seul produit
d’amplification. La PCR non spécifique (NST) permet de savoir s’il y a formation de dimeres

d’amorces et si I'amplification est spécifiqgue du cDNA apporté, ou liée a une contamination
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extérieure. La courbe dose/réponse permet de calculer I'efficacité des amorces via la formule ci-
dessous. Les jeux d’amorces utilisés ont tous une efficacité supérieure a 93%. Enfin, le produit de la
PCR est également migré sur gel d’agarose afin de vérifier que la taille du produit d’amplification

correspond bien a celle attendue.
N
Efficacité = (10 ‘pe"fe> x100

Une fois la spécificité et I'efficacité validées, la concentration des amorces a été optimisée. Pour
cela 3 concentrations d’amorces ont été testées (50nM, 300nM et 900nM) avec les mémes
conditions que précédemment. Le but était de trouver un compromis afin d’éviter la formation de
dimeres d’amorces et d’avoir la meilleure sensibilité. Une fois la concentration d’amorces validée, la
dilution adéquate des échantillons a été choisie grace a la courbe dose/réponse, afin que I'ensemble

des valeurs de demi amplification (Ct) soient comprises entre 15 et 30 cycles.

c) PCR guantitative en temps réel

Les quantifications ont été faites en plaque 96 puits MicroAmp (Applied Biosystems, USA). Chaque
condition a été réalisée en duplicat et chaque analyse a été accompagnée d’un duplicata non
spécifique sans cDNA (NST). Chaque quantification d’'un géne d’intérét était accompagnée de la
quantification d’un controle interne de normalisation tel que la Glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH) ou l'actineP, qui sont des génes dont le niveau d’expression n’est pas
censé changer en fonction des conditions. Dans chaque puits est introduit 1pL de cDNA a la dilution
nécessaire, 3uL de chaque amorce a 2uM et 10uL de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, USA), dans un volume total de 20uL. Le remplissage de la plaque fini, I'absence de bulles
d’air a été méticuleusement vérifiée dans la solution puis la plagque a été centrifugée 2 minutes a
1 000 tours/minutes. La PCR a comporté une phase de dénaturation de 10 minutes a 95°C puis 40
cycles divisés en une phase de dissociation de 15 secondes a 95°C et une phase d’élongation a 60°C

de 1 minute pour enfin finir sur une courbe de fusion.

MKRN3 GCCACACAGTTTGAGAACAGGAT ACCCAGAACTCACTAGGAATGACAA 100% 300nM 2ng/ul
EAP1 1 CCCCCTAGTCGGGTCTAATGTA TTCAC AACATCCCCAGCTAAGA 81 100% 300nM 2ng/ul
SHH 1 AATGCCTTGGCCATCTCTGT CCTCAGTCACCCGTAGCTTCA 61 99% 300nM 20ng/pl
Dio2 4 GTGCATGTGTCCAATCCTGAAG AAGTCAAGGAGGTGGCATTCTG 83 100% 300nM 2ng/ul
26Rfa 1 CCTCTCTTTGCCTTACCTCCTTCT CCGATGTCACCAACGTCTGT 90 99% 300nM 20ng/ul
300nM
ActB 1 TATGGAATCCTGTGGCATCCA GCATAGAGGTCTTTGCGGATGT 81 93% 2ng/ul
300nM
GAPDH 1 GGTGGAGCCAAGAGGGTCAT TCATGGTTCACACCCATCACA 74 94% 2ng/ul

Table 3 : Tableau listant les amorces utilisées pour la gPCR et leurs carastéristiques principales

d’utilisation.
93



d) Meéthode et analyses statistiques

Pour chaque duplicat la moyenne a été calculée. Le 6Ct qui correspond a la différence du Ct
moyen du gene cible moins celui du contréle interne, a été calculé pour chaque échantillon. Ensuite,
le 66Ct qui correspond a la différence du 6Ct de I"échantillon moins le 6Ct moyen du groupe de
référence a été calculé. Enfin, la mesure relative égale & 2%%x100 a été calculée. Elle correspond au
pourcentage d’expression de |'échantillon par rapport au groupe contrble. Les différences
significatives entre les groupes ont été analysées par comparaison 2 a 2, grace a un test non

paramétrique de Mann-Whitney.
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PARTIE N°1

L’inhibition de la Dio3 est I’élément le plus précoce de
la réactivation photopériodique et photoréfractaire de

I'axe gonadotrope chez les hamsters saisonniers

Version originale:

Downregulation of Deiodinase 3 is the earliest event in photoperiodic and

photorefractory activation of the gonadotropic axis in seasonal hamsters

MILESI Sebastien!, SIMONNEAUX Valerie! and KLOSEN Paul®

lInstitute of Cellular and Integrative Neuroscience, CNRS, University of Strasbourg, 67084

Strasbourg Cedex, France.

Publié dans Scientific Report le 18 Décembre 2017
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Résumé :

Chez les rongeurs saisonniers, la reproduction est activée par les photopériodes longues. De plus
le maintien d’une SP inhibitrice pendant plus de 20 semaines déclenche une réactivation spontanée
de I'axe gonadotrope appelée réactivation photoréfractaire. La réactivation photopériodique est
supposée impliquer la mélatonine, les hormones thyroidiennes hypothalamiques (TH) et les (Ar)
(Phe)-Amide peptides alors que le mécanisme d’induction photoréfractaire reste quant a lui encore
inconnu. Nous avons analysé les changements dynamiques lors d’une réactivation photopériodique
et photoréfractaire de la reproduction chez le hamster syrien et djungarien male pour valider le
modele actuel de l'activation photopériodique et pour révéler les mécanismes impliqués dans
I’activation photoréfractaire. Nous avons découvert une inhibition précoce et conservée de I'enzyme
du catabolisme des hormones thyroidiennes, la Désiodinase 3 (Dio3), dans les tanycytes. Celle-ci est
associée a une inhibition retardée du transporteur aux hormones thyroidiennes MCT8. Ceci suggére
I’existence d’un pic précoce d’hormones thyroidiennes, qui pourrait induire la réactivation
photopériodique et photoréfractaire de la reproduction. Lors de la photoréactivation, I'inhibition de
la Dio3 est suivie d’une activation de la Dio2 (désiodination de T4 en T3 active), mais ce n’est pas le
cas lors de l'activation photoréfractaire. De plus, I'augmentation des (Arg) (Phe)-amides apparait
qguelgues semaines apres l'inhibition initiale de Dio3. En conclusion, nous avons révélé une inhibition
précoce de Dio3, qui est renforcée par une augmentation de I’expression de Dio2 lors de la
photoactivation des hamsters. A l'inverse, lors de I'activation photoréfractaire, I'inhibition précoce

de Dio3 pourrait suffire a réactiver |’axe gonadotrope.
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Abstract:

In seasonal rodents, reproduction is activated by a long photoperiod. Furthermore, maintaining
an inhibitory short photoperiod for over 20 weeks triggers a spontaneous reactivation of the
gonadotropic axis called photorefractoriness. Photoactivation is proposed to involve melatonin,
hypothalamic thyroid hormones (TH) and (Arg) (Phe)-amide peptides. The mechanisms involved in
photorefractoriness are so far unknown. We analyzed the dynamic changes in long photoperiod- and
photorefractory-induced activation of reproduction in both Syrian and Djungarian hamsters to
validate the current model of photoactivation and to uncover the mechanisms involved in
photorefractoriness. We detected a conserved early inhibition of expression of the TH catabolizing
enzyme deiodinase 3 (Dio3) in tanycytes, associated with a late decrease of the TH transporter MCT8.
This suggests that an early peak of hypothalamic TH may be involved in both photoinduced and
photorefractory reactivation. In photoactivation, Dio3 downregulation is followed by an upregulation
of Dio2, which is not observed in photorefraction. The upregulation of (Arg) (Phe)-amides occurs
several weeks after the initial Dio3 inhibition. In conclusion, we uncovered a so far unreported early
inhibition of Dio3. This early downregulation of Dio3 is reinforced by an upregulation of Dio2 in
photoactivated hamsters. In photorefractoriness, the Dio3 downregulation might be sufficient to

reactivate the gonadotropic axis.
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1) Introduction:

The earth’s rotation around the sun leads to annual changes in the duration of the daily light
phase (called photoperiod), temperature and food resources. Organisms anticipate and adapt their
physiology to these seasonal changes to optimize species survival. Rodents such as the Syrian
(Mesocricetus auratus) or the Djungarian (Phodopus sungorus) hamster synchronize their metabolic
and reproductive activities with the seasons. In mammals, the major seasonal synchronizer is the
annual change in photoperiod length to which species respond differently according to their
reproductive physiology. Hamsters are thus called long-day breeders because they are activated by a
long photoperiod (LP), while a short photoperiod (SP) inhibits their reproduction. Interestingly, if
hamsters are maintained for a prolonged period (over 20 weeks) in SP, their reproductive axis
escapes the inhibitory action of the SP and endogenously reactivates. The mechanisms underlying
this endogenous reactivation called photorefractoriness are so far unknown. Early experiments have
demonstrated that photoperiod is translated into circulating melatonin by the pineal gland. This
nocturnal production of melatonin depends on the length of the night (Hastings et al., 1985;
Wurtman et al.,, 1963). During the last decade, a number of genes have been shown to display
melatonin-dependent photoperiodic variations leading to the elaboration of a neuroendocrine
pathway through which melatonin is supposed to control reproductive activity. In this pathway, the
large SP melatonin peak inhibits thyroid stimulating hormone (TSH) production in the PT while the
short LP melatonin peak relieves this inhibition (Dardente et al., 2003; Klosen et al., 2002). This TSH is
thought to bind to its receptor located on tanycytes, specialized glial cells lining the bottom of the
3rd ventricle to increase deiodinase 2 (Dio2) and inhibit deiodinase 3 (Dio3) expression (Hanon et al.,
2008; Nakao et al., 2008). As Dio2 converts thyroxine (T4) to its active metabolite triiodothyronine
(T3) and Dio3 catabolizes both T4 and T3 to inactive metabolites, TSH action on tanycytes leads to a
local increase in T3 in the mediobasal hypothalamus (MBH)(Barrett et al., 2007; Klosen et al., 2013).
Tanycytes also express the blood to brain thyroid hormone transporter MCT8 known to be down
regulated by photoperiod (Herwig et al., 2013). T3 is further proposed to increase the synthesis of
two hypothalamic neuropeptides, Kisspeptin (Kp) and RFamide related peptide-3 (RFRP-3), both well-
established regulators of GnRH neuron activity (Ancel et al., 2012; Hazlerigg and Simonneaux, 2015;
Klosen et al.,, 2013; Revel et al.,, 2006a). This putative TSH-Dio2/Dio3/MCT8-RFRP/Kp pathway
involved in the melatonin-driven control of reproductive activity has been tested by central infusion
of TSH or T3, both of which are able to reactivate the HPG axis of photoinhibited animals(Barrett et
al., 2007; Freeman et al., 2007; Klosen et al., 2013; Murphy et al.,, 2012; Nakao et al., 2008).
However, these studies cannot exclude that these treatments might simply override the
photoperiodic inhibition of the gonadotropic axis, and that a reactivation by photoperiod involves
additional mechanisms, particularly in the early phases. Thus, we decided to analyze the dynamic

changes along the whole putative neuroendocrine pathway in the course of a photoperiodic
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activation in order to uncover the sequential changes of this pathway. Furthermore, we analyzed the
temporal changes of this neuroendocrine pathway during the endogenous photorefractory
reactivation in order to compare the mechanisms involved in both the melatonin dependent and
independent regulations of the reproductive axis. These experiments performed in both Syrian and
Djungarian hamsters question the well-established TSH-T3-RFRP/Kp pathway for the seasonal control
of reproductive activity and point to a very early TSH-independent change in Dio3 expression in this

process.
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) Results:

For each experimental activation procedure, three different sets of parameters were analyzed in
Syrian and Djungarian male hamsters: peripheral reproductive parameters (FSH, testes weight and
seminal vesicle weight, the latter being a marker of testosterone exposure in the preceding days and
weeks); central neuropeptides regulating GnRH neuron activity (RFRP in the dorsal hypothalamus
and Kp in the arcuate nucleus) and markers of the melatonin signal integration and local thyroid
hormone metabolism (TSHP in the PT, Dio2 in the B1 tanycytes, Dio3 in the a tanycyte cell bodies
and MCT8 in the a tanycyte cell bodies).

Photoperiodic activation of the reproductive axis in the male Syrian hamsters.

Transfer of SP-adapted hamsters to LP conditions led to a progressive reactivation of the HPG axis
(Fig. 22A—C). FSH plasma concentration reached a maximal value (8.34 + 1.97 ng/ml) 14 days after
the LP transfer and remained elevated up to 42 days thereafter. Following this increase in FSH, both
testes and seminal vesicle weights became significantly higher 28 and 42 days respectively after the
LP transfer. Kiss1 expression measured as the mean integrated density of the hybridization signal per
neuron increased after 28 and 42 days in LP. Notably, the number of RFRP positive neurons initially
decreased to a minimum value 14 days after the LP transfer and then increased to a maximal and
stable value after 28 and 42 days in LP. The number of TSHP positive cells in the PT increased after 14
and 28 days in LP, and then dropped to lower levels at the 42nd day in LP (Fig. 22C,D). Dio2
expression in tanycyte end feet increased only at the 14th day in LP whereas Dio3 expression in o
tanycyte cell bodies displayed a pronounced and rapid decrease with significantly lower values
reached already after 2 days in LP (Fig. 22C,D).

Photorefractory reactivation of the reproductive axis in male Syrian hamsters.

An endogenous (photorefractory) reactivation of the HPG axis was observed when hamsters were
exposed to a prolonged SP (Fig. 22E—-G). After 12 weeks of SP exposure, the HPG axis was fully
inhibited as confirmed by minimum FSH levels and testes weights. Then after 16 weeks in SP, plasma
FSH increased followed by a significant increase in testes weight after 20 weeks and then in seminal
vesicle weight after 24 weeks in SP. An increase in both Kiss1 and RFRP expression was observed only
after 24 weeks of SP exposure. Regarding the hypothalamic thyroid axis, TSHB and Dio2 expression
remained low with no significant variation throughout the time course, while by contrast, Dio3
expression started to decrease 16 weeks after SD exposure (Fig. 22G,H).

Photoperiodic and photorefractory activation of the reproductive axis in male Djungarian
hamsters.

A similar protocol of time-dependent investigation of both the photoperiodic and photorefractory
activation of the reproductive axis was performed in Djungarian hamsters to investigate putative
species-dependent differences in these processes (Fig. 23). During photoperiodic reactivation,
circulating FSH and testes weight started to increase 28 days after the LP transfer, followed by a

significant rise in seminal vesicle weight observed after 42 days in LP (Fig. 23A). The number of Kp
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and RFRP neurons remained stable during the LP reactivation, except after 42 days in LP where Kp
was decreased (Fig. 23B). RFRP expression should however increase after the end of the time course
because a significant difference exists between the LP42d group and a control group constantly
maintained in LP (Supplemental Fig. 24). Dio3 expression decreased already 7 days after the LP
transfer while the increase in both TSHB and Dio2 expression was significant only at the 42nd day. In
this species, we also investigated the dynamic changes in the gene encoding the tanycytic thyroid
hormone transporter MCT8, which displayed a major decrease of its expression 28 and 42 days after
the LP transfer (Fig. 24). When Djungarian hamsters were maintained in SP for a prolonged period, an
endogenous photorefractory increase in testes weight was observed after 20 weeks in SP. Although
the mean seminal vesicle weight increased notably in parallel with testes weight, this increase failed
to reach statistical significance due to high interindividual differences (Fig. 23E). After 24 weeks in SP,
the number of Kp neurons decreased, while that of RFRP neurons increased when compared to the
minimum number observed at 14 weeks in SP (Fig. 23F). Dio3 expression in the tanycytes was the
earliest gene to show a significant decrease already after 14 weeks in SP (Fig. 23G,H) whereas Dio2
and TSHPB expression displayed a correlated increase after 24 weeks in SP (Fig. 23G,H). Notably, the
photorefractory increase in TSHP expression (reached after 24 weeks in SP), although significant, is
very small (SP24w = 6.8 * 3.0) and represents only 4.3 + 1.9% of the level observed in the LP control
animals (LP = 155.6 + 10.5). MCT8 expression displayed a significant decrease at the 20th week (Fig.
24C and D).
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Figure 22. Photoperiodic (A-D) and photorefractory (E-H) activation of the reproduction in male Syrian
hamsters: (A & E) time course of physiological parameters: combined testes weight (g) (blue dotted line),
plasma FSH concentration (ng/ml) (red line), combined seminal vesicle weight (g) (green line). (B & F) Time
course of neuropeptide expression: Kiss1 integrated staining density of arcuate cell bodies (a.u.) analyzed by
non-radioactive in situ hybridization (red line), number of RFRP positive cells per section analyzed by
nonradioactive in situ hybridization where different letters indicate significant differences (green line),
combined testes weight (g) (grey dotted line). (C & G) Time course of the hypothalamic TSH/T3 axis: Dio2 mean
staining intensity (a.u.) analyzed by non-radioactive in situ hybridization (red line), Dio3 positive alpha
tanycytes per section analyzed by non-radioactive in situ hybridization (blue line), PT TSHP positive cells (green
line) analyzed by non-radioactive in situ hybridization, combined testes weight (g) (grey dotted line). (D & H)
Representative micrographs of the non-radioactive in situ hybridization stain for TSHB, Dio2 and Dio3: three
time points are presented for each reactivation protocol: 0, 2d, 28d of long photoperiod (LP) for the

photoperiodic activation; 12, 16, and 24w for the photorefractory reactivation. Scale bars = 200 um.
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Figure 23. Photoperiodic (A-D) and photorefractory (D—H) activation of the reproduction in male
Djungarian hamsters: (A & E) time course of physiological parameters: combined testes weight (g) (blue dotted
line), plasma FSH concentration (ng/ml) (red line), combined seminal vesicle weight (g) (green line). (B & F)
Time course of neuropeptide expression: number of arcuate Kp immunopositive (JLV1 antiserum) neurons per
section (red line), number of RFRP-3 immunopositive (GA197 antiserum) neurons per section where groups
with different letters indicate significant differences (green line), combined testes weight (g) (grey dotted line).
(C & G) Time course of the hypothalamic TSH/T3 axis: Dio2 mean staining intensity (a.u.) analyzed by
nonradioactive in situ hybridization (red line), Dio3 mean staining intensity (a.u.) analyzed by non-radioactive in
situ hybridization (blue line), PT TSHP positive cells (green line) analyzed by non-radioactive in situ
hybridization, combined testes weight (g) (grey dotted line). (D & H) Representative micrographs of the in situ
hybridization stain for TSHPB, Dio2 and Dio3: three time points are presented for each reactivation protocol: 0,
2d, 28d of long photoperiod (LP) for the photoperiodic activation; 12, 16, and 24w for the photorefractory

reactivation. Scale bars = 100 um for TSHP and Dio2 staining and 200 um for Dio3 staining.
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Figure 24. Analysis of the temporal expression of MCT8, Dio2 and Dio3 during photoperiodic (A & B) and

photorefractory (C & D) activation of the reproduction in male Djungarian hamsters: (A & C) time course of

hypothalamic Dio2, Dio3 and MCT8 expression: Dio2 mean staining intensity (a.u.) analyzed by nonradioactive

in situ hybridization (green line), Dio3 mean staining intensity (a.u.) analyzed by non-radioactive in situ

hybridization (blue line), MCT8 mean staining intensity (a.u.) analyzed by non-radioactive in situ hybridization

where different letters indicate significant differences (grey line), combined testes weight (g) (grey dotted line).

The blue shading represents a potential time window of high T3 resulting from reduced Dio3 expression

combined with high MCTS8 expression. (B & D) Representative micrographs of the in situ hybridization stain for

MCTS8 expression. Three time points are presented for each reactivation protocol: 0, 2d, 28d of long

photoperiod (LP) for the photoperiodic activation; 12, 16, and 24w for the photorefractory reactivation. Scale

bars 200 um.
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lll) Discussion

The objective of this study was to integrate a dynamic temporal dimension in the study of the
activation of reproductive activity in order to validate the current neuroendocrine model linking
changes in photoperiod to changes in reproduction in seasonal species. Our results obtained in two
seasonal rodents reveal a very early and conserved decrease in tanycytic Dio3 expression before any
significant changes are observed for any of the other investigated parameters, whether the
reproductive activation is induced by a long photoperiod or by endogenous photorefraction.

The current model of photoperiod integration and activation of the vertebrate HPG axis was
mainly built by comparing the two reproductive states adapted to either LP or SP (Barrett et al.,
2007; Dardente et al., 2003; Hanon et al., 2008; Hazlerigg and Simonneaux, 2015; Revel et al., 2006a;
Watanabe et al., 2004; Yoshimura et al., 2003). These investigations have highlighted the LP-induced
increase in PT TSHB and tanycyte Dio2, and the decrease in tanycyte Dio3, leading to an increase in
hypothalamic T3. Experiments showing that exogenous central administration of TSH or T3 in SP-
inhibited hamsters restored reproductive activity led to the hypothesis that this photoperiodic
regulation of the intrahypothalamic thyroid hormone metabolism is pivotal for the control of
seasonal reproduction(Barrett et al., 2007; Freeman et al., 2007; Klosen et al., 2013). Furthermore,
our previous studies showed a marked melatonin-dependent photoperiodic regulation of the
reproductive neuropeptides Kp(Revel et al., 2006a) and RFRP(Revel et al., 2008), together with their
ability to restore a reproductive LP-like phenotype after central infusion in SP-adapted hamsters
(Hazlerigg and Simonneaux, 2015; Revel et al., 2008). Altogether, this led to the hypothesis that TSH
and thyroid hormones restore reproductive activity via a regulation of these hypothalamic
neuropeptides(Henson et al., 2013; Klosen et al., 2013).

When SD-adapted Syrian and Djungarian hamsters were transferred to a stimulatory LP, a
progressive correlated increase in TSHB and Dio2 is observed, which is in agreement with the current
view that TSH secreted from the PT acts on its receptors on tanycytes to increase Dio2
expression(Bolborea et al., 2015; Hanon et al., 2008; Ono et al., 2008). Melatonin has been reported
to regulate TSHPB and Dio2 expression within a few days(Ono et al., 2008; Tsujino et al., 2013). In
sheep, a significant 2.5 fold increase of TSHP is observed 3 days after the transfer from SP to LP
suggesting a fast integration of the new photoperiod (Dardente et al., 2010). Yet, it is unknown what
minimum increase in TSH synthesis is required to induce a significant increase in Dio2 activity. A
striking observation when both hamster species were transferred to the stimulatory LP, was the very
early and sharp decrease in Dio3 gene expression occurring well before any significant changes in
TSHP or Dio2 expression. This finding raises the question of the photoperiodic regulator of tanycytic
Dio3 expression. Although earlier work suggested a coordinated opposite TSH-driven regulation of
Dio2 and Dio3(Helfer et al., 2013; Nakao et al., 2008; Ono et al., 2008; Watanabe et al., 2007), our
data clearly indicate that an early LP-induced TSH-independent mechanism might inhibit Dio3

expression. Interestingly, a recent study analyzing the natural winter to summer activation in the
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Djungarian hamster reported a similar decrease in Dio3 several weeks before the increase in
Dio2(Petri et al., 2016). Therefore, TSH cannot be a direct upstream regulator of Dio3 in the
reproductive reactivation pathway. In silico analysis of the Dio3 promoter reveals potential binding
sites for retinoic acid receptors such as RAR or RXR. Retinoic acid might be a good candidate for a
seasonal regulator of Dio3 because previous studies already showed that CRBP2, a protein involved
in retinoic acid signaling, is an early seasonally regulated gene(Ross et al., 2005). In addition to TSH,
other photoperiodically-regulated PT mediators can also be considered. Tanycytes express
Neuromedin U receptors, but acute Neuromedin U injections into the cerebral ventricles do not
modify Dio3 expression(Helfer et al., 2013). Chromogranin A displays a strong seasonal regulation in
the sheep PT(Wood et al., 2015) but its effects on tanycytes are so far unknown.

During photoperiod-induced activation of reproductive activity in the Syrian hamster, a significant
increase in FSH secretion was observed after 14 days in LP (like TSHB/Dio2) followed by the testes
weight after 28 days and finally the seminal vesicle weight after 42 days (in agreement with Turek et
al., 1975). In the Djungarian hamster, FSH secretion and testis weight were significantly increased
after 28 days (2 weeks before TSHB/Dio2) followed by an increase in seminal vesicle weight 42 days
after transfer to LP (in agreement with Schlatt et al., 1993). These findings are in agreement with a
previous study in Djungarian hamsters kept in natural conditions showing that testis weight increases
before (end of February) TSH and Dio2 expression (end of April)(Petri et al., 2016). Expression of the
reproductive neuropeptides RFRP and Kp was also increased only 2 weeks after FSH in Syrian
hamsters and either unchanged (RFRP) or decreased (Kp) 2 weeks after the FSH increase in
Djungarian hamsters. In a previous study, we showed that a chronic intracerebroventricular TSH
administration in SP-adapted Syrian and Djungarian was able to restore a long day pattern of Kp and
RFRP expression and sexual activity(Klosen et al., 2013). In the present study, the comparative
kinetics of TSHB, Kp/RFRP, FSH and testis weight in both hamster species during transfer from
inhibitory SP to stimulatory LP clearly suggest that other, faster, mechanisms must occur in addition
to the TSH-driven increase in Kp/RFRP stimulation of the reproductive axis (Ancel et al., 2012; Clarke
et al.,, 2008; Klosen et al., 2013; Revel et al., 2006a). Such mechanisms could involve a direct
interaction between the tanycytes and the GnRH neuron terminals as already described during
puberty onset and at the preovulatory LH surge(Garcia-Segura et al., 2008; Ojeda et al., 2010; Prevot
et al.,, 1999a). Tanycyte processes cover GnRH nerve terminals at the level of the neurohemal
junction and this glial coverage can modulate the reproductive status. This interaction could involve
an effect of T3 via a rapid switch in the tanycytic Dio2/Dio3 balance associated with a high expression
of the thyroid hormone transporter MCT8 (see Dezonne et al., 2015 for review) or an effect of
prostaglandin E2, as observed during the preovulatory LH surge (Carlson et al., 1974). Prostaglandin
E2 produced by the tanycytes directly stimulates GnRH neurons via EP1 and EP2 receptors located on
the GnRH terminals and cell body respectively (Clasadonte et al., 2011a, 2011b). The EP2 receptor is

a Gs coupled receptor which increases the firing rate of GnRH neurons by a PKA dependent
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pathway{Cit(Clasadonte et al., 2011b)ation}. The EP1 receptor is a Gq coupled receptor, increasing
GnRH release through an increase of the intracellular calcium concentration at the GnRH terminal
(Clasadonte et al., 2011b). Further in vitro and in vivo pharmacological experiments will be required
to disclose the mechanisms underlying this fast, neuropeptide-independent, seasonal activation of
gonadotropin secretion.

Seasonal species kept in constant environmental conditions may display spontaneous changes in
reproductive activity involving two different mechanisms. Circannual species, like sheep and the
European hamster (Cricetus cricetus), show sustained cycles of reproductive activation and
inactivation, whereas SP photorefractory species like Syrian and Djungarian hamsters show a
spontaneous and stable reactivation of their gonadal activity after several weeks in constant SP (see
Hazlerigg and Lincoln, 2011; Lincoln et al., 2005 for review). The cellular mechanisms driving these
long-term spontaneous changes in reproductive activity are still unknown.

As for the photoperiodic activation of the gonadotropic axis, this endogenous photorefractory
activation appears to be triggered by an early decrease of tanycyte Dio3 expression. As expected, the
spontaneous increase in testes and seminal vesicle weight occurred between 20-24 weeks in both
species(Schlatt et al., 1993; Turek et al., 1975). This gonadal activation was preceded by an increase
in circulating FSH only in the Syrian hamster. Surprisingly and contrary to a previous study (Schlatt et
al.,, 1995), we did not observe such an increase of FSH in the Djungarian hamster. Even more
surprisingly, as for the photoperiodic activation, RFRP and Kp both responded only about 4 weeks
after the increase in testes weight in both species. Furthermore, TSHB and Dio2 remained at constant
low levels in the Syrian hamster, and displayed only a slight and late increase in the Djungarian
hamster.

Altogether these observations support the hypothesis that the spontaneous photorefractory
reactivation of the reproductive axis is independent of TSH production by the PT and Dio2 activity in
the tanycytes. Again, the reduction in Dio3 expression appears to be the trigger for this
photorefractory activation. This observation is in clear contrast with the mechanisms involved in
circannual rhythms, where significant changes in TSHB and Dio2 were observed in correlation with
the reproductive status of the European hamster kept in constant conditions (Sdenz de Miera et al.,
2014) or the sheep placed in photorefractory LP or SP conditions(Sdenz de Miera et al., 2013).

Interestingly, the LP-induced or photorefractory-driven decrease in Dio3 is initially associated with
a stable high level of MCTS8. Therefore, the inhibition of the thyroid hormone catabolizing enzyme
Dio3 associated with high MCT8-driven thyroid hormone intake may be sufficient to create a
functionally significant peak of T3 during a time window occurring just before the activation of
gonadotropin secretion and gonadal activation (blue shading in Fig. 26). T3 administration to SP-
inhibited hamsters was shown to be sufficient to restore an active gonadotropic axis (Barrett et al.,
2007; Henson et al.,, 2013) but so far the cellular targets of T3 for the seasonal control of

reproduction have remained unidentified. The reproductive neuropeptide RFRP and Kp have been
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proposed to be regulated by hypothalamic T3 (Helfer et al., 2013; Klosen et al., 2013). However, our
temporal analysis of LP-induced and photorefractory reactivation of the HPG axis shows that FSH
secretion is increased several weeks before detectable changes in RFRP and Kiss1 expression. Thus,
we have to look for new potential targets of thyroid hormones for the early stages of the reactivation
of the gonadotropic axis, maybe the tanycytes themselves. Indeed, a recent study showed that T3
appears to regulate genes such as Tmem252, Cndpl, Myl2 and ElovIi3 in tanycytes in an
autocrine/paracrine manner(Lomet et al., 2017).

The comparative analysis of the dynamic LP-induced and spontaneous SP refractory reactivation
of the reproductive axis may help to better understand the underlying neuroendocrine mechanisms
involved in both phenomena, especially because these mechanisms appear conserved in both
hamster species. One striking observation is the early decrease in tanycytic Dio3, independent of
measurable changes in PT TSHB expression in both LP-induced and photorefractory activation of the
HPG axis. This finding indicates that Dio3 expression can be regulated by TSH-independent
mechanisms. In LP stimulated hamsters, this decrease could be driven by a melatonin independent
effect of light, but in photorefractory hamsters other mechanisms either intrinsic to the tanycytes or
in upstream structures must trigger this decrease. As previously suggested, retinoic acid signaling
appears as a candidate for this regulation. Alternatively, epigenetic methylation of DNA is also known
to regulate Dio3 during the seasonal cycle(Stevenson and Prendergast, 2013). Finally, miRNAs such as
miR-155 and miR-200 which regulate GnRH directly as well as its transcriptional regulators during
puberty might also be involved in this seasonal activation of the gonadotropic axis(Messina et al.,

2016).
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IV) Conclusion

Our dynamic approach including temporal information challenges the current hypothetic pathway
responsible for the photoperiod dependent and the photorefractory reactivation of the
reproduction. We suggest the existence of 2 pathways for the reactivation of reproduction. A first
pathway is Dio3 dependent and might trigger HPG reactivation via a thyroid hormone spike. The
second pathway is TSH, Dio2 and neuropeptide dependent. This pathway is triggered after the first
one to sustain and stabilize the reactivation. Future studies will have to identify the photoperiodic
trigger for changes in Dio3, as our study shows that the previously identified trigger for Dio2 changes,

the PT produced TSH, clearly cannot be the trigger for changes in Dio3 expression.
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V) Material and Methods

Animals.

Animal experimentation was conducted in accordance with the French National Law
implementing

the European Communities Council Directive 2010/63/EU and the French Directive 2013-118. All
animal procedures were reviewed and validated by the Animal Welfare Committee of the Animal
Resource and Experimentation platform (Chronobiotron UMS 3415) of the Strasbourg Institute of
Neuroscience. All efforts were made to minimize the number of animals used. Male Syrian hamsters
(Mesocricetus auratus) and Djungarian hamsters (Phodopus sungorus) were bred and raised in our
animal facilities. They were housed in a controlled photoperiod with constant temperature (20 °C +/-
2 °C), hygrometry (50% +/- 5%) and food and water ad libitum. After birth, Syrian hamsters were
maintained in a long photoperiod (LP) of 14 hours of light and 10 hours of dark and Djungarian
hamsters in 16 hours of light and 8 hours of dark to maintain a sexually active status. Animals started
the experimental protocol after puberty and were between 3 and 12 months old at the day of the
sacrifice.

For the photoperiodic investigation, 36 adult LP adapted Syrian and Djungarian hamsters were
transferred to a short photoperiod (SP) (respectively 10 hours of light and 14 hours of dark or 8 hours
of light and 16 hours of dark) for 10 weeks to induce a full inhibition of their reproductive axis. Then,
they were switched back to LP and were sacrificed (6 animals per group) after 0, 2, 7, 14, 28 or 42
days of LP exposure.

For the photorefractory investigation, 30 adult LP adapted Syrian and Djungarian hamsters were
transferred to SP and were sampled (6 animals per group) after 12 (SP12w), 14 (SP14w), 16 (SP16w),
20 (SP20w) or 24 (SP24w) weeks.

Tissue sampling.

Animals were euthanized during the early light phase (ZT6 to ZT8) by CO2 inhalation. Blood was
sampled by intracardiac puncture. The hamsters were fixed by transcardiac perfusion with periodate-
lysine-paraformaldehyde fixative. After fixation, the seminal vesicles were cut at their very basis and
weighed immediately while taking care to avoid loosing seminal fluid. Both testes were dissected out
and weighed. Brains were post fixed by immersion in fixative solution during 12 h, dehydrated and
then embedded in polyethylene glycol(Klosen et al., 1993). Serial 10 um thick sections were cut from
the beginning of the PT to the end of the mammillary recess with a microtome, mounted on
SuperFrost® Ultra Plus slides (Thermo Scientific, MA, USA), dried for 15 min at 60 °C and stored at

-80 °C until analysis.

Non-radioactive in situ hybridization.
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Riboprobes for genes encoding TSHB, Dio2, Dio3, RFRP, Kiss1 and MCT8 (SLC16A2) (Supplemental
Table 1) were transcribed from linearized plasmids in the presence of digoxigenin-labeled
nucleotides according to standard procedures (DIG RNA labeling mix, Roche ref 11 277 073 910; DIG
RNA Labeling Kit SP6/T7, Roche ref 11 175 025 910; Meylan, France). The in situ hybridization was
performed as previously reported (Henningsen et al., 2016). Briefly, polyethylene glycol sections
were postfixed, digested for 30 min at 37 °C with 0.5 pg/ml Proteinase K (Roche Ref 03 115 828 001,
Meylan, France) and acetylated twice for 10 min in 100 mM triethanolamine and 0.25% acetic
anhydride. Hybridization was performed for 40 h at 60 °C with 200 ng/ml labeled probes in 50%
formamide, 5x SSC, 5x Denhardt’s solution and 1 mg/ml salmon sperm DNA. Stringency rinses were
performed for 6 x 10 min in 0.1x SSC at 72 °C. Digoxigenin labeled probes were detected with alkaline
phosphatase labeled anti-digoxigenin antibodies (Roche ref 11 093 274 910, Meylan, France).
Alkaline phosphatase activity was detected with bromochloroindolyl phosphate and nitroblue
tetrazolium. Section were covered with CC/Mount™ (Sigma Aldrich ref C9368, MO, USA) and then
coverslipped with Eukitt® (Sigma-Aldrich ref 03989, MO, USA).

Immunohistochemistry.

In intact Djungarian hamsters, Kiss1 mRNA levels in the arcuate nucleus are particularly low,
especially in long photoperiod due to a strong negative sex steroid feedback(Rasri-Klosen et al.,
2017). This makes quantitative analysis of Kiss1 mRNA is difficult and unreliable. Therefore, we
measured Kp expression by immunohistochemistry which provides a stronger signal easier to
quantify. For consistency in peptide analysis, RFRP expression was also analyzed by
immunohistochemistry in this species.

Kp immunoreactive neurons were visualized as previously described by an avidin-biotin detection
system using a primary antiserum raised against full-length rat kisspeptin-52 (JLV-1)(Mikkelsen and
Simonneaux, 2009) diluted 1/1,500. JLV1 shows no cross-reactivity with other members of the
RFamide family of peptides (Desroziers et al., 2010). Djungarian hamster kisspeptin peptide sequence
is identical to that of the mouse, and the specificity of JLV1 in the Djungarian hamster has previously
been described (Rasri-Klosen et al., 2017). Bound Kp antibodies were detected by a 60 min
incubation with biotinylated donkey anti-rabbit secondary antibody (1/2,000; Jackson
ImmunoResearch ref 711-065-152, PA, USA), followed by a 60 min incubation with Neutravidin HRP
(Thermo Scientific ref 31030, MA, USA). Sections were developed for 30 min in 0,5 mg/ml
Diaminobenzidine (DAB; Sigma-Aldrich ref D7304, MO, USA) and 0.003% H202 in Tris-Imidazole
buffer (pH 7.5), resulting in a brown precipitate. Sections were dehydrated and then coverslipped
with Eukitt® (Sigma-Aldrich ref 03989, MO, USA). RFRP-3 neurons were visualized with a rabbit anti
RFRP-3 antiserum (antiserum GA197, kindly provided by G. Anderson (Rizwan et al., 2009)) diluted at
1/1,500. Djungarian hamster RFRP sequence shows only one Arginine to Serine substitution on the

carboxyterminal amino acid of the immunogen sequence used by Rizwan et al.,, 2009 and the
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specificity of this antiserum for the Djungarian hamster has been previously described49. Primary
antibodies were visualized with a donkey anti-rabbit secondary antibody coupled to AlexaFluor 594
(Invitrogen ref A-21207, CA, USA) diluted at 1/1,000. The sections were then coverslipped with 60%
glycerol in phosphate buffered saline containing 0.02% Sodium Azide and 2.5% Diazabicyclooctane.

(Sigma-Aldrich ref D2522, MO, USA).

Image analysis and Statistics.

For counts of the kisspeptin cells in the Arc, as well as RFRP cells, care was taken that the sampling
included sections rostrally and caudally of these structures that did not contain labelled kisspeptin or
RFRP cells in order to be certain that our sampling included the full extent of the structure of
interest. For each gene/peptide analyzed, a series of 8 to 10 sections per animal, taken every 90 um
for the Djungarian hamster and every 130 um for the Syrian hamster, was collected.

All slides of each experiment were processed at the same time to ensure identical treatment and
development conditions for semi-quantitative image analysis. Maximum care was taken to avoid
signal saturation during the development step. After in situ hybridization, micrographs were taken on
a Leica DMRB microscope (Leica Microsystems, Rueil-Malmaison, France) with an Olympus DP50
digital camera (Olympus France, Rungis, France). For semi-quantitative evaluation of the in situ
hybridization, all lighting parameters on the microscope and the camera software (Viewfinder Lite;
Olympus) were standardized to ensure consistent stable lighting throughout the image capture
procedure. All images for semi-quantitative staining intensity analysis were recorded as 256-level
grayscale tagged image file format images. A background image of the slide without a section was
taken for each slide. The images were then analyzed using the ImageJ software (W. S. Rasband, U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The background image was subtracted from the
corresponding sample image to compensate for inhomogeneities in the illumination of the image
field.

Kisspeptin and RFRP analysis was done respectively in the arcuate nucleus and in the dorsal
mediobasal hypothalamus. For Kiss1 in situ hybridization, the mean integrated density was measured
with a fixed-size circle surrounding the labeled cells. Neurons were randomly selected in the arcuate
nucleus provided the nucleus of the neuron was clearly visible. The mean integrated density was
determined by measuring a minimum of 50 cells. Preliminary experiments showed that 50 cells are
enough to provide a stable mean labeling intensity. For RFRP in situ hybridization, and for Kp and
RFRP immunohistochemical analysis, positive cells were counted only if the nucleus was clearly
visible. The number of cells counted was then normalized by the number of sections analyzed located
in the region of interest for the neuropeptides.

Dio2 analysis was done on the tanycyte end feet in the tuberoinfundibular sulcus, while Dio3 and
MCT8 were analyzed in the alpha tanycyte cell bodies. For Dio2 and MCT8 in situ hybridization we

measured the background corrected mean pixel gray value in an area selected using the line tool of
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Imagel) software with the line width adapted to cover the cell body layer. In the Djungarian hamster,
Dio3 in situ hybridization was quantified by the same method described above for Dio2 and MCTS. In
Syrian hamsters however, the number of positive cells was low and positive tanycytes were well
separated, thus we simply counted the stained cells along the mediobasal hypothalamus and
normalized the counts by the number of sections analyzed.

TSHB was analyzed in the PT. We counted the number of TSHP positive cells, which was then
normalized by the length of PT that was sampled.

For each analyzed gene or peptide, the final value shown in the figures is the mean of the
individual values obtained for 5 to 6 animals. Although the initial number of animals was 6 per group,
for some analyses one animal had to be excluded because the region of interest was not properly

exploitable.

FSH Assay.
Plasma FSH levels were determined in a volume of 50 ul using an RIA kit, as described

previously(Ancel et al., 2012).

Statistical analyses.
Results are shown as mean + SEM (n = 5—6 per group). The data were analyzed by multiple group
comparisons using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by a Tukey’s Honestly Significant

Difference post-hoc test, as appropriate. Statistical significance was set at Pvalue < 0.05.
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VIl) Supplemental Informations

Gene Probe Length (bp) Species of origin location in the CDS Genbank
TSHB 365 Rattus norvegicus 2610-2975 XM_008761373
Deiodinase 2 760 Mesocricetus auratus 442-1402 XM_005083985
Deiodinase 2 725 Phodopus sungorus 1-725 KC741502
Deiodinase 3 1147 Phodopus sungorus 1-1147 MF662622
Kisspeptin 266 Rattus norvegicus 90-359 NM_181692
RFRP 440 Phodopus sungorus 87-529 JF727837
MCT8 1092 Phodopus sungorus 1-1092 MF662621
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Supplemental Figure 1: RFRP immunopositive cells (GA197 antiserum) per section in the

Djungarian hamster:

LPOd and LP42 values were obtained from short photoperiod adapted animals (LPOd) and short photoperiod adapted
animals switched back to long photoperiod for 42 days (LPOd). LP control group animals were raised in long photoperiod

(16h light / 8h dark) since birth. Non-parametric t-test.
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1) Introduction

Les neuropeptides sont des peptides sécrétés par des neurones et dont la longueur peut aller de
quelques acides aminés (3 pour la thyréolibérine TRH) jusqu’a plusieurs dizaines (199 pour la
prolactine). Dans cette famille, il existe plusieurs sous familles dont celle des RFamides. Ces derniers
ont la particularité de se terminer par le motif Arginine (R) - Phénylalanine (F) et dont la fonction
carboxy terminale est amidée, d’ol le nom de RFamide. lls sont représentés notamment par le
RFRP3, la Kp ou le Pyroglutamylated RFamide peptide (26RFa). Leur expression dans le systéeme
nerveux central est majoritairement hypothalamique (Findeisen et al., 2011). lls agissent via des
récepteurs couplés aux protéines G sur des fonctions biologiques telles que la reproduction, la prise
alimentaire ou la prise de boisson (Ancel et al., 2012; Ansel et al., 2011; Chartrel et al., 2016;
Findeisen et al., 2011; Kriegsfeld et al., 2006; Patel et al., 2008; de Roux et al., 2003).

La Kp est exprimée dans le noyau arqué et l'aire antéro ventrale péri ventriculaire (AVPV,
Colledge, 2008; Revel et al., 2006) et son récepteur, le Kiss1R (anciennement GPR54), est exprimé
dans plusieurs structures hypothalamiques, notamment sur les neurones a GnRH (Herbison et al.,
2010). Sa stimulation par la Kp entraine une augmentation du calcium intracellulaire via une protéine
Gg (Kotani et al., 2001), ce qui entraine une plus grande excitabilité au niveau du corps cellulaire et
un relargage plus important des vésicules synaptiques a la terminaison axonale du neurone a GnRH.
Chez le hamster syrien, I'administration chronique de Kp soit centrale (Revel et al., 2006), soit
périphérique (Ansel et al., 2011) est capable de renverser la régression des gonades causée par une
SP.

Le RFRP est exprimé dans le DMH (Revel et al., 2008) et son récepteur NPFFR1 (anciennement
GPR147) est exprimé dans plusieurs structures hypothalamiques, notamment sur les neurones a
GnRH et les neurones a Kp (Henningsen et al., 2016; Rizwan et al., 2012). L’effet du NPFFR1 passe par
différentes protéines G en fonction de la concentration du ligand. Pour une dose entre 107 et 10°M,
I'effet sera médié par une protéine Gs et aura donc un effet stimulateur alors qu’entre 10° et 103
M, I'effet sera médié par une protéine Gi et sera donc inhibiteur (Akazome Y., 2015). RFRP est régulé
par la photopériode, avec une inhibition en SP causée par une production plus importante de
mélatonine (Revel et al.,, 2008). Tout comme son récepteur, son effet physiologique sur I'axe
reproducteur chez le hamster est également bimodal. Il peut étre stimulateur et son injection
chronique peut renverser la régression des gonades due a une exposition en SP (Ancel et al., 2012).
Le RFRP peut étre inhibiteur chez les femelles pour réguler le pic de LH préovulatoire et chez des
animaux en LP (Henningsen et al.,, 2016; Ubuka et al.,, 2012). Le RFRP a également un effet
stimulateur sur la prise alimentaire chez la gerboise (Talbi et al., 2016) et la prise de poids chez le
hamster djungarien male adapté en SP. (Cazarez Marquez et al., Soumis).

Le 26RFa est exprimé dans I'hypothalamus latéral et ventromédian (Chartrel et al., 2016). Via la
stimulation de son récepteur GPR103 couplé aux protéines Gq et Gi (Findeisen et al., 2011), il est

capable d’augmenter la prise alimentaire et le métabolisme énergétique chez la souris (Takayasu et
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al., 2006) ainsi que de stimuler I'axe reproducteur chez le rat (Navarro et al., 2006b; Patel et al.,
2008). En effet, il stimule la sécrétion de gonadotropines avec un effet dose dépendant au niveau de
I’hypophyse. Au niveau central, il est également capable de stimuler I'axe gonadotrope chez les
femelles, mais pas chez les méales (Navarro et al.,, 2006b). Pourtant le 43Rfa, agoniste du méme
récepteur GPR103, est capable de stimuler centralement la sécrétion de gonadotropines chez le
male, ce qui confirme la présence de récepteurs capables de réguler les neurones a GnRH chez ce
dernier (Patel et al., 2008). Le 26Rfa est également sécrété par I'intestin et le pancréas dans le sang
suite a lI'ingestion de glucose. Il agit dans ce cas comme une incrétine en potentialisant I'effet de
I'insuline et en diminuant I’'hyperglycémie induite par le glucose (Chartrel et al., 2016).

Jusque récemment, la littérature proposait que les neuropeptides Kp et RFRP3 étaient des
chainons indispensables de la réactivation photopériodique de la reproduction, puisqu’ils sont
régulés photopériodiquement et que leur injection réactive I'axe reproducteur chez des animaux
photoinhibés (Ancel et al.,, 2012; Ansel et al., 2011; Revel et al., 2006a). Cependant, des études
récentes ont montré que la différence photopériodique de I'expression de la Kp était
majoritairement due au rétrocontrdle des stéroides sexuels et non a un effet saisonnier direct (Rasri-
Klosen et al., 2017; Sdenz de Miera et al., 2014). De plus mon travail sur la cinétique de la
réactivation tant photopériodique que photoréfractaire remet en cause le role des neuropeptides
dans la réactivation de la reproduction, puisque le niveau d’expression de ces deux neuropeptides ne
change qu’aprés I'activation de I'axe HPG. Aucune étude photopériodique saisonniére n’a été menée
pour déterminer si le 26RFa jouait un role saisonnier. Dans un premier temps, j’ai donc évalué le réle
du RFRP3 dans le processus de réactivation de la reproduction en analysant I'effet d’'une infusion
chronique d’un nouvel antagoniste du récepteur NPFFR1, le RF3286, généré par I'équipe du Dr
Frédéric Simonin (ESBS de Strasbourg). En effet, des études préliminaires de I'’équipe ont montré que
le RF3286 est capable d’abolir I'effet stimulateur du RFRP3 sur la sécrétion de LH chez le hamster
syrien (Henningsen et al., thése 2016). Dans un deuxiéme temps, jai commencé a évaluer le réle
possible du 26RFa dans les fonctions saisonnieres en étudiant son expression photopériodique dans

I’hypothalamus des hamsters syrien et djungarien par qPCR et hybridation in situ.

) Résultats

a) L'infusion chronique de RF3286 n’altére pas |'activité de reproduction induite par la LP

Le but de cette expérience était d’évaluer chez des hamsters syriens males si le traitement
chronique avec un antagoniste du NPFF1R (le RF3286) est capable d’inhiber ou non, I'activité de
reproduction d’animaux adaptés en LP (14h lumiére/10h obscurité). Dans un deuxiéme temps, j'ai
aussi analysé I'effet du méme traitement sur des animaux en cours de réactivation lors d’un transfert
d’une SP inhibitrice (10h lumiére/14h obscurité) a une LP activatrice. Pour cette expérience, j’ai
utilisé deux groupes de hamsters : un groupe en LP constante et un groupe qui avait été placé en SP

pendant 11 semaines afin d’inhiber leur axe gonadotrope. Les hamsters ont été implantés dans un
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des ventricules latéraux avec une canule d’injection connectée a une minipompe osmotique, elle-
méme placée sous la peau du dos (selon le protocole décrit dans Henningsen et al., 2016). Elle
contenait soit du liquide céphalorachidien artificiel (aCSF), soit le RF3286 dilué dans du aCSF infusé a
1.24umol/h pendant 6 semaines. Juste apres la chirurgie, tous les animaux ont été placés en LP. Pour
chaque animal des 4 groupes expérimentaux (LP constant aCSF; LP constant RF3286 ; SP vers LP
aCSF, SP vers LP RF3286 ; n= 8/groupe) la masse corporelle et la prise alimentaire ont été mesurées
deux fois par semaine pendant les 6 semaines de traitement. A la fin de I'expérience, les animaux ont
été euthanasiés et trois groupes de données ont été collectés: les paramétres métaboliques
(variations de masse corporelle et de prise alimentaire moyenne quotidienne), les parameétres
reproductifs (masse des testicules et des vésicules séminales) et I'expression des neuropeptides
régulateurs des neurones a GnRH (Kiss1 mRNA dans le noyau arqué et RFRP mRNA dans le DMH,

selon le protocole décrit dans Milesi et al., 2017).

i) Effet du RF3286 sur la prise alimentaire et la masse corporelle du hamster syrien mdle

Chez les animaux en LP constante, la perte de masse suite a la chirurgie pour la pose des
minipompes est comprise entre 5 et 10% avec environ 90% de cette perte lors de la premiére
semaine post-opératoire (Fig. 25). Cette perte s’est stabilisée sur les 5 semaines d’infusions
restantes, mais n’a jamais été completement compensée (Fig. 25). Chez les animaux ayant subi un
transfert SP a LP, la perte de masse dans la premiéere semaine post-opératoire est similaire aux
animaux en LP constante, avec une perte comprise entre 5 et 10%, partiellement compensée dans les
5 semaines suivantes avec une réaugmentation de la masse corporelle de 4 a 6%, induisant une perte
nette sur I'ensemble de I'expérience de seulement 1 a 6% chez ces animaux (Fig. 25). Dans ces deux
groupes, les variations de masses corporelles sont similaires entre les hamsters ayant recus le aCSF

ou le RF3286.
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Figure 25 : Effet d’'une infusion centrale chronique (6 semaines) d’'un antagoniste NPFF1r (RF3286)

sur la masse corporelle chez des animaux élevés en LP constante suite a une réactivation

photopériodique.

Le poids de référence était soit le poids avant chirurgie pour la variation « totale » et la variation des « 7 premiers jours
post opératoires », soit le poids a 7 jours post-opératoires pour « la variation de poids aprés 7 jours post-opératoires »
représentation du pourcentage de variation moyenne + SEM, pour n=8 par groupe, analyse statistique par analyse de

variance a un facteur, * si 0.05<p< 0.01, ** si 0.01<p<0.001, *** si 0.001<p<0.0001.

Sur I'ensemble de I'expérience, les animaux transférés de SP en LP ont eu une prise alimentaire
plus faible que les animaux élevés en LP constante (Fig. 26). Chez I'’ensemble des animaux, une
diminution significative de la prise alimentaire moyenne a été observée pendant la premiére semaine
suivant la chirurgie, puis elle s’est stabilisée par la suite. Un effet significatif du RF3286 n’est observé
qgue chez les animaux maintenus en LP. Pendant les 7 premiers jours postopératoires, la prise
alimentaire était significativement plus faible chez les animaux non traités (4.2g/jour) que chez les
animaux traités avec du RF3286 (5.8g/jour) (Fig. 26). Sur I'ensemble de I'expérience, la prise

alimentaire moyenne est identique dans les deux groupes avec une prise alimentaire moyenne de

6.7g/ jour (Fig. 26).
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Figure 26 : Effet d’'une infusion centrale chronique (6 semaines) d’'un antagoniste NPFF1r (RF3286)

sur la prise alimentaire quotidienne suite a une réactivation photopériodique ou chez des animaux

élevés en photopériode constante.

Prise alimentaire quotidienne moyenne exprimée en gramme par jour + SEM, représentation de la prise alimentaire
quotidienne moyenne sur I’'ensemble de I'expérience : « totale », sur les 7 premier jours post opératoires: « 7 premiers
jours post opératoires » et sur les jours postérieurs au 7 jours post-opératoires: « aprés 7 jours post opératoires ». n=8 par
groupe, analyse statistique par analyse de variance a 2 facteurs, * si 0.05<p< 0.01, ** si 0.01<p<0.001, *** si

0.001<p<0.0001, **** s p<0.0001.

ii)  Effet du RF3286 sur les paramétres reproducteurs du hamster syrien mdle.

Au bout de 6 semaines de transfert en LP, la masse des testicules est similaire a celle des animaux
maintenus en LP. Cependant, la masse des vésicules séminales est quant a elle plus faible chez les
animaux ayant préalablement subi I'inhibition photopériodique par rapport aux animaux conservés
en LP. Dans tous les cas, le traitement chronique avec I'antagoniste n’a eu aucun effet significatif sur

ces parameétres reproducteurs (Fig.29).
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Figure 27 : Effet d’'une infusion centrale chronique (6 semaines) d’'un antagoniste NPFF1r (RF3286)

sur les parameétres reproducteurs suite a une réactivation photopériodigue ou chez des animaux

élevés en photopériode constante.

La masse testiculaire représente la masse des deux testicules en g et la masse des vésicules séminales représente la
masse des deux vésicules pleines de liquide séminal en g. n=8 par groupe, analyse statistique par analyse de variance a 1

facteur, * si 0.05<p< 0.01, ** si 0.01<p<0.001, *** si 0.001<p<0.0001, **** si p<0.0001.

iii) Effet du RF3286 sur l'expression des genes codants pour Kp dans le noyau arqué de
I’hypothalamus

L'infusion d’antagoniste RF3286 au cours des 6 semaines de transfert de SP a entrainé une
augmentation significative de plus de 40% de l'intensité intégrée du marquage des ARNm Kiss1 dans

les corps cellulaires des neurones du noyau arqué (Fig. 28).
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Figure 28 : Effet d’'une infusion centrale chronique (6 semaines) d’un antagoniste NPFF1R

(RF3286) sur I'expression du géne codant pour les neuropeptides Kp dans le noyau arqué lors d’un

transfert de SP (SP) a longue (LP) .

L’'analyse a été faite a la fin du traitement. Le niveau d’expression de Kp est indiquée en intensité intégrée moyenne sur
le corps cellulaire des neurones du noyau arqué. Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n= 8); statistique éffectuée

par un test t de Welch, ** si 0.01<p<0.001
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b) Le 26 RFa n’est pas régulé par la photopériode

Le but de cette expérience était d’évaluer chez deux rongeurs saisonniers, les hamsters syriens et
djungariens, si le peptide 26RFa présente des variations photopériodiques ou non. Des hamsters
syriens et djungariens males ont été adaptés a une LP activatrice (respectivement 14h lumiére/ 10h
obscurité pour le hamster syrien et 16h lumiére/ 8h obscurité pour le hamster djungarien) ou une SP
inhibitrice (respectivement 10h lumiére/ 14h obscurité pour le hamster syrien et 8h lumiére/ 16h
obscurité pour le hamster djungarien). L'expression du gene codant pour le 26RFa a été mesurée
dans I'hypothalamus par qPCR chez le hamster syrien (n = 4) sur des explants hypothalamiques ou
par hybridation in situ chez le hamster djungarien (n = 6) en comptant les neurones positifs dans
I’hypothalamus latéral. Cette expérience a permis d’ajouter une localisation neuroanatomique
absente de I"étude par qPCR faite chez le hamster syrien. Le 26RFa étant aussi sécrété au niveau de
I'intestin dans le sang, le peptide circulant a été mesuré par RIA dans les deux especes (n=9 chez le

hamster syrien et n=3 chez le hamster djungarien).

i) Chez le hamster syrien
Chez le hamster syrien, ni I'expression du gene codant pour le 26RFa analysée par qPCR dans les
explants hypothalamiques, ni la quantité de peptide circulant dans le plasma par RIA ne montrent de

différence photopériodique (Fig. 29).
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Figure 29 : Effet de la photopériode sur I’expression du géne codant pour le 26RFa dans

I’hypothalamus et sur la concentration plasmatique circulante du 26RFa chez le hamster syrien.

(A) Analyse par qPCR du niveau d’expression de 26RFa dans I’hypothalamus ( N=4 par groupe) (B) Concentration de

26RFa dans le plasma obtenue par RIA ( N=9 par groupe) ; LP : photopériode longue ; SP: photopériode courte

ii)  Chez le hamster djungarien

Chez le hamster djungarien, I'expression du gene codant pour 26RFa mesurée par hybridation in
situ dans I'hypothalamus latéral ne montre pas de différence photopériodique (Fig. 30A). Une
mesure par RIA de la quantité de 26RFa a également été faite dans le plasma d’animaux en SP et en
LP et ne montre pas de différence significative, malgré une tendance montrant une concentration

plus faible chez des animaux en LP. Etant donné la grande variabilité des valeurs pour un nombre
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restreint d’animaux (n=3 par groupe), il serait pertinent de refaire ces mesures sur un nombre plus

grand d’animaux. (Fig. 30B).
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Figure 30 : Effet de la photopériode sur I'expression du gene codant pour le 26RFa dans

I’hypothalamus et sur la concentration plasmatique circulante du 26RFA chez le hamster syrien.

(A) Analyse par hybridation in situ du nombre de cellules 26RFa positives dans I’hypothalamus ( N=6 par groupe) (B)
Concentration de 26RFa dans le plasma obtenue par RIA ( N=3 par groupe) ; LP : photopériode longue ; SP:

photopériode courte

lll) Discussion

a) Linhibition des récepteurs a RFRP3 par le RF3286 n’a pas d’effet significatif sur la physiologie

reproductive

Les résultats issus de la premiére partie de ma theése nous ont amené a questionner la place des
neuropeptides RFRP3 et Kisspetine dans le processus de réactivation photopériodique et
photoréfractaire de la reproduction des rongeurs saisonniers. En effet, mes résultats ont montré que
I’expression de ces deux neuropeptides n’était augmentée qu’aprés la réactivation de I'axe HPG,
suggérant qu’ils ne peuvent pas étre les inducteurs de cette réactivation. De plus, des études
récentes chez les hamsters ont montré une forte influence du rétrocontréle des stéroides sur le
niveau d’expression photopériodique de Kp (Rasri-Klosen et al., 2017; Revel et al., 2006a; Sdenz de
Miera et al., 2014). Chez le hamster djungarien, les variations photopériodiques de Kp sont méme
majoritairement dues au rétrocontrole des stéroides sexuels et minoritairement, au contrdle
saisonnier (Rasri-Klosen et al., 2017). J’ai donc étudié le r6le du RFRP3 dans la réactivation
photopériodique de la reproduction en bloguant son action sur le récepteur NPFFR1 via I'utilisation
chronique de I'antagoniste RF3286. Des études préalables ont montré que le RF3286 est capable
d’inhiber I'augmentation de LH induite par une injection aigué de RFRP3 chez le hamster syrien
(Henningsen et al., these 2016). Jai donc réalisé une infusion centrale de RF3286 pendant 6
semaines chez des animaux soit maintenus en LP constante, soit soumis a une réactivation

photopériodique par un transfert de SP a LP.
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Tous les animaux ont montré une perte de 5 a 10% de leur masse corporelle dans la premiére
semaine postopératoire, corrélée a une prise alimentaire plus faible dans tous les groupes (4g/jour
en moyenne), a I'exception des animaux en LP traités avec le RF3286 (6g/jour en moyenne) (Fig. 26).
En effet chez le hamster syrien, une prise alimentaire quotidienne normale a 22°C est comprise entre
7 et 10g/jour (Roth et al., 1990). Cette hypophagie est attendue car elle est la conséquence directe
de la période de récupération des animaux suite a la chirurgie implantatoire des mini-pompes. Chez
les animaux en LP, la prise alimentaire est plus élevée chez ceux traités au RF3286 par rapport aux
controles aCSF, induisant une perte de poids plus faible bien que non significative. Etant donné que
plusieurs études ont rapporté un effet orexigénique du RFRP3 (Johnson et al., 2007; Schneider et al.,
2017; Talbi et al., 2016), il est peu probable que I'antagoniste RF3286 puisse également augmenter la
prise alimentaire. Par contre, il a été montré que le RFRP3 a des propriétés hyperalgésiques abaissant
le seuil de sensibilité a la douleur (Elhabazi et al., 2013a). Le RF3286 pourrait donc avoir un effet
analgésique qui induirait une meilleure récupération postopératoire conduisant a une inhibition plus
faible de la prise alimentaire. Il est possible que cet effet analgésique postopératoire ne soit visible
qgue chez des animaux en LP ou le niveau de RFRP3 dans I’hypothalamus est plus élevé que chez les
animaux ayant subi I'opération quand ils étaient en SP (avec un niveau faible d’expression des RFRP).
Afin de valider cette hypothése, il serait interéssant d’évaluer I'effet du RF3286 sur le seuil de
sensibilité a la douleur et d’évaluer également si ce seuil est différent selon I'adaptation des animaux
en LP ou SP.

De fagon inattendue la perte de masse observée lors de la premiére semaine postopératoire n’est
pas compensée chez les animaux gardés en LP constante, a I'inverse des animaux transférés de SP en
LP. Ces derniers accusent une perte nette de seulement 1.5 a 6% contre 5 a 10% chez les animaux en
LP constante (Fig. 25). Cette reprise de masse corporelle chez les animaux réactivés peut en partie
s’expliquer par le fait que ces hamsters voient leur masse testiculaire multipliée par 10 (Milesi et al.,
2017). Elle peut aussi étre expliquée par le fait que pendant les 6 semaines de réactivation, le
transfert SP a LP s"accompagne d’une réactivation des axes gonadiques, thyroidiens et de I’"hormone
de croissance, ce qui se traduit par une augmentation des concentrations circulantes de
testostérone, d’hormones thyroidiennes ainsi que d’IGF-1 (Milesi et al., 2017; Vaughan et al., 1994,
Vriend, 1983). Toutes ces hormones sont connues pour étre des hormones anabolisantes qui
pourraient faciliter la reprise de poids chez ces animaux, a la difference des animaux en LP constante,
ou le systeme est stabilisé. En ce qui concerne les paramétres reproducteurs, seule la masse des
vésicules séminales est plus élevée chez les animaux élevés constament en LP en comparaison des
animaux ayant subi une réactivation photopériodique. Ceci s’explique par le fait qu’a 6 semaines
d’une réactivation induite par la LP, les vésicules séminales n’ont pas encore atteint leur taille
maximale (Fig. 27B) (Milesi et al., 2017).

Des études de notre équipe chez des hamsters syriens ont montré que l'infusion chronique de

RFRP3 est capable de réactiver la reproduction photoinhibée par la SP (Ancel et al., 2012;
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Henningsen et al., 2016) et que l'injection aigué de RF3286 bloque I'effet stimulateur aigu du RFRP3
sur la production de LH (Henninsen et al., thése 2016). Je n’ai observé ici aucun effet du RF3286 sur
la masse des testicules et des vésicules séminales. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cette
observation. La dose d’antagoniste utilisée pourrait ne pas étre pertinente pour induire I'inhibition
de I'axe HPG sachant que I'effet reproducteur du RFRP3 est dépendant de la dose administrée. Afin
de valider cette hypothese, il faudrait recommencer cette expérience avec d’autres doses de RF3286.
Une autre hypothese est que I'inhibition de I'effet du RFRP3 endogéne par le RF3286 pourrait étre
compensée, car j’ai montré que , six semaines aprés le transfert SP a LP, I'expression de Kp, un
puissant stimulateur de I’axe gonadotrope, est augmentée dans le noyau arqué des animaux traités
au RF3286. Néanmoins, I'augmentation de I'expression de Kp chez les animaux traités au RF3286
atteste que I'antagoniste a pu atteindre le noyaux arqué car les neurones a kisspeptine de ce noyaux
expriment le récepteur au RFRP (Fig.30) (Poling et al.,, 2013). Finalement, I'absence d’effet de
I'inhibition du RFRP3 endogene par I'antagoniste RF3286 suggere que le RFRP3 pourrait ne pas étre
essentiel ni a la réactivation photopériodique de la reproduction, ni a la régulation de I'activité
reproductrice. Les effets reproducteurs observés auparavant avec I'administration exogéne de RFRP3
pourraient ne pas étre physiologiques (doses ou cibles inappropriées). Ceci est en accord avec mes
observations de cinétiques de réactivations (Milesi et al., 2017). C’'est également en accord avec ce

qui est observé chez la souris avec une invalidation du gene RFRP (Ledn et al., 2014).

b) L'expression du26RFa dans I'hypothalamus de rongeurs saisonniers n’est pas régulée par la

photopériode

Il a été montré que le 26RFa, un autre neuropeptide de la famille des RFamides, est capable de
stimuler la prise alimentaire (Chartrel et al., 2005) et I’axe reproducteur (Navarro et al., 2006b; Patel
et al., 2008) chez le rat. Ces deux fonctions étant régulées par les saisons, j’ai déterminé si le 26RFa
pouvait avoir une expression régulée par la photopériode dans I’"hypothalamus de deux modéles de
rongeurs saisonniers, les hamsters syriens et djungariens. Je n’ai obervé aucune différence
d’expression que ce soit par qPCR chez le hamster syrien ou par hybridation in situ chez le hamster
djungarien (Fig. 29A et 32A). Ainsi, mes premiéres obervations indiqueraient que le 26RFa n’est pas
un acteur hypothalamique impliqué dans le contréle des fonctions saisonniéeres.

Le dosage du 26RFa dans le sang n’a pas montré non plus de différences photopériodiques
significatives chez les deux especes (Fig. 29B et 32B). Cependant une nouvelle analyse avec un
nombre supérieur d‘hamsters djungariens devrait étre réalisée, car méme avec un nombre
d’échantillons par groupe de 3 I'étude statistique était pourtant déja proche de la significativité
(p=0,07). Chez la souris, le 26RFa est sécrété par l'intestin suite a I'ingestion de glucose ou il agit
comme une incrétine en augmentant la concentration plasmatique d’insuline et en potentialisant son
effet (Chartrel et al., 2016; Prévost et al., 2015). La concentration en leptine étant plus faible en SP

chez les hamster djungariens (Korhonen et al., 2008), le niveau élevé de 26RFa périphérique en SP
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pourrait agir comme un rétrocontréle, afin d’augmenter I'effet de l'insuline pour induire une
limitation de la lipolyse et une économie des stocks adipeux. Chez le hamster syrien, nous n’avons
pas trouvé de variation photopériodique de la concentration de 26RFa plasmatique. Si le 26RFa est
aussi orexigénique et s’il agit aussi comme une incrétine en périphérie chez cette espéce, ce résultat
serait en accord avec le fait que les changements photopériodiques ne sont pas accompagnés de
changements de la prise alimentaire ni du poids chez le hamster syrien. Cependant et de maniere
générale, une grande variabilité est observée dans I’analyse du 26RFa. Celle-ci pourrait s’expliquer
par le fait que nous ne contrdlions pas la prise alimentaire chez ces animaux au moment de
I’échantillonage. La prise alimentaire a donc pu induire, via I'ingestion de glucose, I'laugmentation de

la concentration plasmatique de 26RFa chez certains animaux (Prévost et al., 2015).

IV) Conclusion

Les résultats de I'étude pharmacologique ne permettent pas de conclure sur le réle du RFRP3
dans la réactivation de la reproduction saisonniére. Par contre, I'analyse de la prise alimentaire lors
de la semaine postopératoire suggere que I'antagoniste RF3286 pourrait avoir un role analgésique
chez les animaux en LP. Ce qui est cohérent avec I'effet hyperalgésique du RFRP3 découvert par
Elhabazi et al. (2013a). Enfin I'étude de I'expression du second neuropeptide, le 26RFa, montre que
son expression hypothalamique n’est pas photopériodique. Le dosage du 26RFa dans le sang n’a pas
montré non plus de différences photopériodiques significatives chez les deux especes. Cependant
une nouvelle analyse avec un nombre supérieur d‘hamsters djungariens devrait étre réalisée, car
malgré un nombre d’échantillons par groupe faible (n = 3), I'analyse statistique était proche de la

significativité.
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1) Introduction

Des études récentes ont remis en cause I'implication du modeéle de travail historique TSH-Dio2-
neuropeptides dans I'induction de I'activation photopériodique et endogéne photoréfractaire de la
reproduction, mais elles ont confirmé le role des hormones thyroidiennes.

En effet, mes travaux suggérent que I'activation de la reproduction par la LP utiliserait un systeme
a deux voies (Milesi et al.,, 2017). La premiére voie rapide serait dépendante d’un pic local
d’hormones thyroidiennes au niveau de I’"hypothalamus médiobasal induit par une inhibition précoce
dans les tanycytes de I'expression de la Dio3 responsable du catabolisme des hormones
thyroidiennes et une diminution retardée de I'expression du transporteur aux hormones
thyroidiennes MCTS8. Ces hormones thyroidiennes pourraient agir de maniéere directe, ou indirecte
via les tanycytes, sur les neurones a GnRH (Bolborea et al., 2011; Clasadonte et al., 2011a; Garcia-
Segura et al., 2008; Jansen et al., 1997; Prevot et al., 2003). La deuxieme voie TSH-Dio2-Kp/RFRP3
s’activerait de fagon plus tardive afin de supporter et de stabiliser I'activation par la premiere voie
(Ancel et al., 2012; Klosen et al., 2013; Revel et al., 2006a, 2006b, 2008).

Mes travaux ont également montré que, dans le cas de I'activation endogene photoréfractaire de
la reproduction, seule la premiere voie dépendante de Dio3 serait impliquée puisque la voie
TSH/Dio2 est peu ou pas (selon I'espéce de hamster) activée (Milesi et al., 2017).

Aujourd’hui, mes résultats posent de nouvelles questions sur les mécanismes photopériodiques
ou endogénes responsables de I'inhibition précoce de I'expression de la Dio3, et notamment s'ils
impliquent des processus similaires ou différents. Afin de trouver de nouveaux régulateurs potentiels
de la Dio3, je suis parti du postulat qu’il existe deux groupes de régulateurs intéressants dans ce
contexte : les régulateurs de la reproduction et les régulateurs saisonniers (photopériodique ou
endogéne). J'ai donc étudié dans un premier temps si des régulateurs de la reproduction pouvaient
étre régulés photopériodiquement. Dans un deuxiéeme temps, jai analysé si des régulateurs
saisonniers pouvaient intervenir dans la régulation de I'activité reproductrice via la Dio3.

La premiére partie de I'étude s’appuie sur I'observation que l|’activation saisonniére de la
reproduction partage certains génes régulateurs de la puberté. Par exemple, le géne kiss1 est activé
a la fois lors du développement pubertaire et lors de I'activation saisonniere. J’ai donc choisi des
génes connus pour étre impliqués dans la puberté et analysé leur régulation saisonniére, notamment
les génes codant pour MKRN3 et EAP1. MKRN3 est un inhibiteur pubertaire dont I'expression dans le
noyau arqué est inhibée concomitamment a l'augmentation de I'expression de Kp (Abreu et al.,
2013). Une mutation perte de fonction de son géne entraine une puberté précoce (Abreu et al.,
2013). Inversement, EAP1 est un facteur de transcription stimulateur de I’activité reproductrice dont
I’expression dans le noyau arqué est augmentée lors de la puberté (Heger et al., 2007).

La deuxieme approche vise a analyser le décours temporel de I'expression d’autres génes connus
pour présenter une régulation saisonniére afin d’analyser leur implication potentielle dans la

régulation de I'activité reproductrice via Dio3. Pour cela j’ai déterminé si leur régulation devance ou
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est concommitante avec celle de la Dio3. Ainsi, j’ai analysé I'expression des genes codant pour le
morphogene Sonic HedgeHog (SHH) dans les tanycytes (Lomet et al., 2017), la somatostatine au
niveau du récessus mammilaire et la chromogranine A (CGA) dans la PT (Wood et al., 2015). SHH est
connu pour étre régulé photopériodiquement chez le mouton (Lomet et al., 2017) et pour controler
I’expression de Dio3 dans certaines cellules cancereuses (Dentice et al., 2007; Luongo et al., 2014). La
somatostatine peut agir sur les tanycytes en se liant sur des récepteurs SST2(a) localisés sur ces
cellules (Hashemi et al., 2001). La CGA est exprimée dans les cellules thyréotropes de la PT du
mouton et son expression est saisonniere avec un rythme strictement inversée avec celui de la TSH
(Wood et al., 2015). Cette régulation alternée serait la base de I'horloge circannuelle endogene du
mouton (Wood and Loudon, 2017; Wood et al., 2015). Aucune information n’est disponible sur la
régulation photoperiodique de la CGA chez les rongeurs saisonniers. Aussi, chez le hamster
djungarien, j'ai déterminé si la CGA présente une expression photopériodique, et si elle est exprimée
exlusivement par les cellules thyréotropes de la PT avec une une alternance stricte entre I'expression
de TSHP et de la CGA comme chez le mouton. Finalement, j'ai comparéeles cinétiques de la CGA et

de la TSHB pendant la réactivation photoréfractaire endogene.

) Les régulateurs pubertaires MKRN3 et EAP1 ne sont pas régulés photopériodiquement

a) Résultats

Cette étude visait a examiner les variations d’expression de genes candidats cibles dans
I’'hypothalamus de hamsters en transition pubertaire, puis de tester si des variations sont aussi
observées entre des animaux élevés en SP et LP. Pour cela, le niveau d’expression des génes a été
mesuré par PCR quantitative en temps réel sur des hypothalami d’animaux agés de 10, 20, 29 et 62
jours (n=3 par point), ainsi que sur des animaux adaptés a la SP ou LP (n=4 par point). Les variations
d’expression sont exprimés en pourcentage du jour post natal (PN) 62 et de la SP respectivement
pour I'analyse pubertaire et photopériodique. Ces analyses ont été faites chez le hamster syrien car
son génome étant séquencé, le design des primers était plus efficace.

Que ce soit pour EAP1 ou MKRN3, une diminution importante d’expression de respectivement 2.3
et 8.3 fois est observée entre les jours PN 10 et 20 (Fig.33A-C ) puis les valeurs se stabilisent par la
suite entre PN20 et PN62 (Fig. 31 A-C). Aucune variation n’a été observée entre les animaux en SP et
LP ni pour MKRN3 ni pour EAP1, tandis que comme attendu, I'expression du géne codant pour la

Dio2 augmente significativement de 3.8 fois entre la SP et la LP (Fig. 31 B-D-E).
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Figure 31 : Analyse par qPCR de I'expression de MKRN3 et EAP1 au cours de |la puberté et en

fonction de la photopériode dans I’hypothalamus de hamster syrien male.

(A-C) PN : jour postnatal, valeurs normalisées en fonction de PN62 (B-D-E) LP : photopériode longue , SP : photopériode
courte, Dio2 constitue un contréle positif de changement photopériodique, valeurs normalisées en fonction de SP. Valeur =
moyenne +/- SEM, n=3 pour I'analyse pubertaire et n=4 pour I'analyse photopériodique, **** si p<0.0001

b) Discussion

MKRN3 est un inhibiteur pubertaire dont I'expression dans le noyau arqué de la souris diminue a
partir de PN15 pour se stabiliser a un niveau basal d’expression entre PN18 et PN22. Cette
diminution est corrélée avec I'augmentation Kp dans le noyau arqué au moment de la puberté et
sera maintenue chez I'animal pubere (Abreu et al., 2013). Mes résultats montrent des variations
similaires chez le hamster syrien chez lequel I'expression de MKRN3 mesurée par gPCR diminue entre
PN10 et PN20 pour se stabiliser ensuite jusqu’a PN62. La diminution de I'expression de MKRN3
semble donc associée a I'activation pubertaire de la reproduction, puisqu’une mutation perte de
fonction entraine une activation précoce de I'activité reproductrice (Abreu et al.,, 2013). Mon
hypothése était que I'expression de MKRN3 augmente en SP afin de participer a l'inhibition de
I'activité reproductrice. Cependant, la quantification par gPCR ne montre aucune différence
d’expression du gene codant pour MKRN3 (contrairement a celui de Dio2) entre des animaux SP et LP
(Fig. 31B-E). Ces résultats sont en accord avec les études transcriptomiques faites chez le mouton,

qui ne montraient pas non plus de différence photopériodique dans I'expression de ce géne (Lomet
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et al, 2017). Mes résultats indiquent donc que MKRN3 ne participe pas a la régulation
photopériodique de la reproduction.

A I'opposé, le facteur de transcription EAP1 est impliqué dans I'activation de la puberté et pour le
maintien de l'activité reproductrice au cours du temps. En effet, chez la rate, son expression dans
I’hypothalamus médio basal est diminuée de 2 fois entre PN6 et PN12 pour augmenter de nouveau
lors du premier proestrus entre PN32 a PN37 (Heger et al.,, 2007; Matagne et al., 2009). Chez le
hamster syrien male, j'observe une diminution d’expression similaire d’EAP1 entre PN10 et PN20
dans I'hypothalamus, mais pas de ré-augmentation significative de son expression aprés PN20 (Fig.
31C). Il se peut qu’il y ait eu une augmentation transitoire entre PN20 et PN29 ou PN29 et PN62 que
je naurais pas vue. De plus, chez la rate, 'augmentation significative d’EAP1 est observée seulement
lors du proestrus tardif et pas aux autres moments du cycle (Matagne et al., 2009), ce qui pourrait
indiquer que cette augmentation d’EAP1 est en fait due a 'avénement du premier pic pré ovulatoire
et non a la puberté en elle-méme. Il pourrait donc ne pas étre présent chez le male. Cependant, EAP1
reste important pour la reproduction puisque son inhibition par interférence ARN dans l'aire
antéroventrale périventriculaire (AVPV) entraine une puberté retardée, ainsi que des problémes de
cyclicité chez la rate (Heger et al., 2007). J'ai donc analysé son expression dans I’hypothalamus de
hamster syrien male élevé en SP et LP, mais je n’ai observé aucune différence significative (Fig. 31D),
suggérant qu’il n’est pas un régulateur important de la reproduction saisonniére chez le male.

Ainsi, en conclusion, méme si je ne peux pas exclure que I'analyse par qPCR sur des échantillons
d’hypothalamus entiers ait pu amortir des variations tres locales d’expression des genes codant pour
MKRN3 et EAP1, mes résultats suggerent qu’'EAP1 et MKRN3 ne sont pas impliqués dans la régulation
saisonniére de |'activité reproductrice et donc probablement pas dans la régulation précoce de la

Dio3.

lll) Les variations enodgénes de somatostatine et CGA sont trop tardives pour étre impliquées
dans l'inhibition précoce de Dio3 lors de la réactivation photoréfractaire endogéne

a) Résultats

Le but de cette étude consistait a examiner les variations photopériodiques des facteurs SHH,
somatostatine et CGA dans nos espéeces d’intérét et le cas échéant de suivre le profil temporel de

leur régulation saisonniéres afin d’évaluer leur réle potentiel dans la régulation de la Dio3.

i) SHH n’est pas régulé photopériodiquement chez le hamster syrien

L’expression de SHH a d’abord été analysée par hybridation in situ a PN10 et chez des animaux
adultes adaptés en SP ou en LP. La figure 32B montre que les transcripts sont présents dans les
tanycytes des animaux agés de 10 jours, mais que les niveaux d’expression sont tres faibles chez des
animaux adultes, ce qui ne permet pas de détecter de différence photopériodique (Fig. 32B). Aussi,

j’ai ensuite mesuré les niveaux des transcripts par la technique de qPCR plus sensible. Méme avec
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cette technique plus sensible, aucune variation photopériodique de I'expression n’a pu étre détectée

entre les animaux adaptés a la LP ou la SP (Fig. 32B).
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Figure 32 : Analyse de I'expression du géne codant pour Sonic HedgeHog (SHH) dans

I’hypothalamus de hamsters syrien adaptés en LP ou SP
(A) Marquage des transcrits de SHH par hybridation in situ dans I’hypothalamus de hamsters syrien, échelle : 500um (B)
Mesure par gPCR de I'expression du gene codant pour SHH, avec des valeurs normalisées par rapport a la SP et données en
pourcentage moyenst SEM (n=4), LP : photopériode longue, SP : photopériode courte, PN10 : jour post natal 10, constitue
un controle positif

ii)  L’inhibition de [I’expression de la somatostatine lors de la réactivation endogeéene
photoréfractaire a lieu apreés I'inhibition de la Dio3

La cinétique d’expression du géne codant pour la somatostatine au cours d’une réactivation
endogéne photoréfractaire a été analysée par hybridation in situ dans les recessus mammillaires du
hamster djungarien maintenu en SP constante. Le niveau des transcrits codant pour la somatostatine
a été analysé en mesurant I'intensité intégrée du signal sur les corps cellulaires positifs plutét que par
comptage simple du nombre de neurones a somatostatine, car une étude précédente avait montré
que la photopériode affecte I'intensité du marquage, mais pas le nombre de neurones marqués
(Klosen et al., 2013). Mes résultats confirment la diminution d’environ 50% du marquage des
neurones a somatostatine en LP par rapport a la SP (Fig. 33A). Lors de la réactivation endogene
photoréfractaire, le niveau d’expression du géne de la somatostatine diminue & partir de la 20°™®
semaine en SP pour atteindre un niveau équivalent au LP aprés 24 semaines en SP (Fig. 33B). La
comparaison avec la variation endogéne du géne codant pour Dio3 (Milesi et al., 2017) montre que la

diminution de I'expression de la somatostatine est postérieure a celle de la Dio3 (Fig. 33B).
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Figure 33 : Analyse par hybridation in situ de I’expression du gene codant pour la somatostatine

dans le recessus mammillaire de I’hypothalamus du hamster djungarien en fonction de la

photopériode et lors d’'une réactivation endogéne photoréfractaire.

(A) Valeur moyenne ( + SEM, n=6 ) de 'intensité intégrée du signal dans les corps cellulaires des neurones en
photoperiode courte (SP) ou longue (LP), *** indique p<0.001. (B) Valeur moyenne ( + SEM, n=) de l'intensité
intégrée du signal dans les corps cellulaires des neurones au cours d’une réactivation endogéne photoréfractaire,
la courbe bleue représente la variation d’expression de la Dio3 au cours de la méme réactivation endogéne

photoréfractaire (Milesi et al., 2017), LP : photopériode longue, p<0.05 si lettre différente.

iii) L’inhibition de I'expression de CGA lors de la réactivation endogéne photorefractaire est
postérieure a celle de Dio3

L’expression de la CGA dans la PT du hamster djungarien a été analysée par immunohistochimie
en utilisant le méme antisérum que dans les études réalisées chez le mouton (Wood et al., 2015). A
des fins de comparaison, j’ai également analysé I'expression de la TSHf3 et de I'aGSU (marqueur des
cellules endocrines de la PT) par immunohistochimie. Le niveau d’expression de ces protéines a été
calculé en comptant le nombre de cellules immunopositives dans la PT normalisé par la longueur de
PT analysée chez un animal. Dans un premier temps, j'ai vérifié que I'expression de la TSHf est
fortement exprimée en LP et négligeable en SP (Fig36A) et observé que le nombre de cellules
marquée a la aGSU est similaire en SP et en LP (Fig36B). J’ai ensuite regardé s’il existe des
changements d’expression photopériodique de CGA chez le hamster djungarien, comme rapporté
chez le mouton (Wood et al., 2015). Mes résultats montrent que I'expression de CGA est fortement
réduite en LP par rapport a SP (Fig. 34C). Cependant, a la différence du mouton ou il y a un nombre
négligeable de cellules CGA en LP, chez le hamster djungarien il reste encore 47% de cellules
marquées en LP (Fig. 34C).

Chez le mouton, la CGA est présente exclusivement dans les cellules thyréotropes . Afin de vérifier
si c’est le cas également chez le hamster djungarien, j'ai réalisé un comarquage CGA-aGSU par
immunohistochimie. A I'inverse du mouton, il y a encore environ 15% des cellules exprimant la CGA

qui n'expriment pas la aGSU, que ce soit en LP ou en SP (Fig. 34D). Chez le mouton, il existe une
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stricte opposition de I'expression de TSHP et de CGA entre SP et LP de facon a ce que les cellules de
la PT expriment soit la CGA en SP, soit la TSHB en LP (Wood et al., 2015). Chez le hamster djungarien,
mes résultats montrent qu’en SP, les cellules n’expriment que la CGA (car le niveau d’expression de
la TSHb est négligeable) alors qu’en LP, 32% des cellules a CGA expriment aussi la TSHp (Fig. 34E), ce

qui représente environ 13% des cellules analysées (Fig. 34F).
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Figure 34 : Variation photopériodique de la TSH[3, la GSU et la chromogranine A (CGA) dans la PT

de hamster djungarien.

La CGA, TSHP et aGSU ont été visualisées par immunohistochimie, (A, B, C) nombre moyen de cellules exprimant aGSU,
TSHPB ou CGA, par animal SP ou LP, valeurs normalisées par la longueur de PT analysée (D) pourcentage moyen de cellules
exprimant CGA ou aGSU et CGA par animal SP ou LP, (E) pourcentage moyen de cellules exprimant CGA ou TSHB-CGA par

animal SP ou LP, Les valeurs sont des moyennes = SEM (n= 6 par groupes), *** si 0.001<p<0.0001, **** sj p<0.0001, (G)
immunomarquage de aGSU, TSHP (rouge) et CGA (vert), téte de fleche : cellule doublement marquées, fleches : cellules
CGA positives, échelle = 50um LP : photopériode longue, SP : photopériode courte.
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Finalement, afin d’évaluer si I'inhibition de la CGA pouvait étre associée a I'inhibition précoce de
la Dio3 lors de la réactivation endogene photoréfractaire, j’ai analysé la cinétique d’expression de
CGA, en parallele de celle de 'aGSU et la TSH} chez des hamsters djungariens maintenus en SP
constante. Le nombre de cellules exprimant la CGA dans la PT diminue significativement a partir de la
20 semaine de SP mais reste encore 1.6 fois plus élevé qu’en LP a la 24°™ semaine. (Fig. 35A-B).
Ces cellules CGA n’expriment pas la TSHP car son expression est quasiment indetectable tout au long
de la SP (Fig. 35A). Cette analyse cinétique montre que le nombre de cellules a CGA diminue bien
apres la diminution de I'expression de la Dio3 (Fig. 35A). Le nombre de cellules exprimant la aGSU,
ainsi que la proportion de cellules CGA exprimant aussi a GSU (81%) reste constant pendant toute la
période photoréfractaire méme si le nombre de cellules doublement marquées CGA-aGSU diminue a

partir de la 14°™¢ semaine de SP (Fig. 35B).
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Figure 35 : Variation de |'expression des chromogranine A (CGA), TSHB et aGSU dans la PT de

hamster djungarien au cours de la réactivation endogéne photoréfractaire.

Analyse par immunohistochimie de I'expression des trois facteurs CGA, aGSU et TSHB dans la PT (A) Nombre moyen de
cellules CGA+ (vert), TSHB+ (violet) et CGA-TSHB+ (bleu) normalisé par la longueur de PT analysée chez I’'animal (B) Nombre
moyen de cellules CGA+ (vert), aGSU+ (orange) et CGA-aGSU+ (noir) normalisé par la longueur de PT analysée chez
I"animal. Sur tous les graphiques, la ligne en pointillé grisé représente la variation d’expression de Dio3 dans les a tanycytes
lors de la réactivation endogéne photoréfractaire de la reproduction (Milesi et al., 2017). LP : LP, la significativité est donnée
par rapport au point a 12 semaines de SP, * si 0.05<p<0.01, ** si 0.01<p<0.001, *** si 0.001<p<0.0001,

b) Discussion

Ma deuxiéme stratégie pour identifier des candidats potentiels pouvant excercer une régulation
précoce de la Dio3 était de chercher dans la littérature des génes/protéines connus pour étre régulés
saisonniérement, de valider ces variations chez les hamsters et d’analyser la cinétique de variation de
leur expression puis enfin de la comparer a celle de la Dio3. L'expression de Dio3 est inhibée
précocément, que la réactivation soit induite par la LP ou par la photoréfraction endogéne. J'ai choisi
de faire I'analyse cinétique lors d’'une réactivation endogéne photoréfractaire afin d’éviter un biais

qui aurait été induit par le changement de longueur du pic de mélatonine lors du passage de SP a LP.
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Le premier gene candidat était celui codant pour le morphogéne Sonic Hedgehog (SHH), car des
études récentes ont montré qu’il était surexprimé en LP par rapport a SP dans les tanycytes du
mouton (Lomet et al., 2017). De plus, SHH semble impliqué dans la régulation de Dio3 notamment
dans certains cancers (Dentice et al., 2007; Luongo et al., 2014). Cependant, méme avec un systéme
de détection des transcrits par hybridation in situ suffisamment sensible pour détecter un marquage
dans les tanycytes d’animaux juvéniles, aucun marquage n’était visible chez I’'animal adulte. SHH est
un facteur important dans la prolifération, la spécialisation cellulaire ou la guidance axonale
(Belgacem et al., 2016), ce qui explique probablement une expression plus faible dans le cerveau
adulte que dans le cerveau en développement. J'ai alors quantifié son expression par gPCR, plus
sensible, sur des ARNm extraits d’hypothalami de hamsters syriens males adaptés en SP ou en LP.
Aucune différence photopériodique n’a finalement été observée. Ce résultat doit toutefois prendre
en compte que la quantification de I'expression de SHH a été faite dans un hypothalamus entier,
alors qu’il n’est exprimé que dans les tancytes (Lomet et al., 2017).Une différence potentielle a donc
pu étre masquée. On pourrait penser que cette différence de régulation photopériodique de
I’expression de SHH entre le mouton (Lomet et al., 2017) et le hamster syrien (mes données) pourrait
étre corrélée au fait qu’il existe chez le mouton des variations photopériodiques de la proliferation
cellulaire dans I’hypothalamus (Migaud et al., 2011). Cependant, il en existe aussi chez le hamster
syrien (Huang et al.,, 2011). Les variations photopériodiques de SHH ne seraient donc pas
indispensable a la régulation neurogénique saisonniére.

Le deuxiéeme candidat était le géne codant pour la somatostatine, car des études chez le hamster
djungarien ont montré une augmentation de son expression en SP dans le récessus mammillaire
(Klosen et al., 2013). De plus, I'administration centrale de somatostatine mime certains effets d’une
exposition a une SP telles qu’une perte de poids et une inhibition de I'activité des neurones a GnRH
(Dumbell et al., 2015; Van Vugt et al.,, 2004). Enfin, des récepteurs SST2 (A) a la somatostatine
(couplés a une protéine G inhibitrice) sont présents sur les tanycytes a qui expriment aussi la Dio3
(Cervia et al., 2003; Hashemi et al., 2001). La cinétique de variation de 'expression du gene de la
somatostatine lors de l'activation endogene photoréfractaire de la reproduction montre que
I’expression de la somatostatine ne diminue qu’a partir de la 20°™ semaine de SP, alors que celle de
la Dio3 est inhibée dés la 14°™ semaine. Ainsi, mes résultats suggérent que la somatostatine ne
constitue pas un régulateur précoce de la Dio3 lors de la réactivation endogene. A l'inverse, il est
probable que I'augmentation locale des hormones thyroidiennes suite a la réduction de leur
catabolisme par Dio3 pourrait étre a I’origine de la diminution de I'expression de la somatostatine. En
effet, il a été montré que I'administration centrale de TSH, connue pour augmenter les niveaux
hypothalamiques de T3, est aussi capable d’inhiber I'expression de la somatostatine (Klosen et al.,
2013). Par ailleurs, comme I'expression de la somatostatine est aussi régulée par les stéroides sexuels

(Klosen et al, non publié), il est possible que les variations de I'expression de la somatostatine soient,
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au moins en partie, liées au rétrocontrole de la testostérone lors de la réactivation endogene de la
reproduction.

Le dernier candidat que j’ai analysé est la CGA, car des études récentes chez le mouton montrent
gu’elle est exprimée dans les cellules thyréotropes spécifiques de la PT et que son expression
saisonniére est opposée a celle de la TSH. Les cellules thyréotropes expriment uniquement la TSHf3
en LP et uniquement la CGA en SP (Wood et al., 2015). Il a été proposé que cette alternance stricte
d’expression TSHB/CGA soit sous contréle de I'horloge circannuelle, voire méme une base
moléculaire endogene de celle-ci. En effet, lorsque les moutons deviennent photoréfractaires a la LP,
la réactivation endogéne de la reproduction s’accompagne d’une disparition de I'expression de TSHf3
et d’une augmentation de I'expression de CGA (Wood et al., 2015). Dans un premier temps, j'ai
examiné |'existence et la régulation saisonniere de la CGA dans la PT du hamster djungarien,
puisqu’aucune information n’est publiée a ce sujet chez les rongeurs saisonniers. J’ai montré que,
comme chez le mouton, le nombre de cellules exprimant la CGA est réduit en LP mais, a la différence
du mouton, chez le hamster djungarien le nombre de cellules exprimant la CGA reste non négligeable
en LP (environ 47% du niveau d’expression présent en SP). Ceci indique que la régulation
photopériodique de la CGA n’est pas aussi stricte chez le hamster djungarien que chez le mouton
et/ou que certaines cellules ne répondent pas a la SP par une diminution de CGA. Ce rythme
« amorti » s’oppose a celui de I'expression de la TSHB qui est totalement inhibée en SP par la
mélatonine chez le hamster djungarien (Bockers et al.,, 1997a; Bockmann et al., 1996; Milesi et al.,
2017). Chez le mouton, la régulation stricte et opposée de TSHP et CGA par la photopériode ou
I’horloge circannuelle fait qu’un nombre négligeable de cellules expriment a la fois la CGA et la TSHf
(Wood et al., 2015). Chez le hamster djungarien par contre, 32% des cellules a CGA expriment aussi
la TSHPB en LP (ce qui n’est pas le cas en SP car aucune cellule n’exprime la TSHP). Ainsi, la balance
TSHB/CGA n’est donc pas aussi exclusive chez le hamster djungarien que chez le mouton.

Une autre différence entre le mouton et le hamster djungarien est que chez le premier, la CGA est
seulement exprimée par des cellules thyréotropes (Wood et al., 2015) alors que chez le second, un
certain nombre de cellules a CGA n’expriment pas I'aGSU, un marqueur entre autres des cellules
thyréotropes. En effet, le comarquage CGA-aGSU montre que, peu importe la photopériode, environ
15% des cellules exprimant la CGA ne seraient pas des cellules thyréotropes. Elles pourraient étre des
cellules folliculostellaires (Majdoubi et al., 1996) ou des macrophages connus pour contenir de la
CGA (Eissa et al., 2018; Giometto et al., 1997). De facon intéréssante, en LP, le nombre de cellule
exprimant I’aGSU est plus grand que celui exprimant la TSHP. Ces cellules pourraient potentiellement
étre des cellules thyréotropes qui n’expriment pas la TSHB ou en trop faible quantité pour etre
détectée. Elles pourraient aussi étre des cellules gonadotropes de la PT. En effet, les gonadotropines
sont aussi constituées d’une sous unité B spécifique et de 'aGSU commune. Et il existe des cellules
gonadotropes dans la PT du hamster (Dardente et al., 2003). Il est important de remarquer que la

quantification de I'expression de aGSU ne montre aucune variation photopériodique, ce qui n’est pas
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en accord avec la littérature puisque chez cette espece Bockmann et al. (1996) montrent une
expression diminuée en SP autant par hybridation in situ ainsi que par immunohistochimie.
Cependant, j'ai compté les cellules positives alors qu’ils ont quantifié l'intensité moyenne du
marquage aGSU. Il faudra donc réitérer cette quantification avec leur méthode d’analyse afin de

valider les changements d’expression photopériodique d’aGSU

OGC

Figure 36 : Représentation indicative des différentes populations cellulaires de la PT en fonction

CGA
CGA-uGSU
CGA-aGSUTSHp
a.GSUTSHP
aGSU

des marquages aGSU, TSHPB, et CGA et en fonction de la photopériode.

LP : Photopériode longue, SP : Photopériode courte.

L'expression de la CGA étant régulée par la photopériode chez le hamster djungarien, j’ai ensuite
analysé la cinétique de son expression, ainsi que celle de la TSHPB et de I'aGSU lors de la réactivation
endogéne photoréfractaire afin de les comparer. Lorsque les hamsters sont maintenus en SP
inhibitrice prolongée, I'expression de CGA diminue, mais apres 24 semaines de SP la diminution
n’atteint pas le niveau minimum observé en LP (1.6 fois le niveau de LP). Ainsi, autant lors du
changement photopériodique que photoréfractaire, le phénotype exclusif d’expression de la CGA
n’est pas aussi strict chez le hamster djungarien que chez le mouton. De plus, tout au long de la
réactivation photoréfractaire, le nombre de cellules TSHP positives restera négligeable en accord
avec (Bockers et al., 1997a), mais pas avec mon étude précédente ol j’ai vu une legére augmentation
de TSHb aprés 24 semaines en photopériode inhibititrice (Milesi et al., 2017). Ceci peut étre causé
par une légere baisse de la sensibilité causée par le fait que TSHP a été détecté ici par des
immunomarquage fluorescents indirects, alors que j'ai utilisé un marquage enzymatique plus
sensible dans I'étude précédente (Milesi et al., 2017).

Ainsi, lors de la réactivation endogéne photoréfractaire du hamster djungarien, il n’existe pas
d’alternance exclusive de I'expression de la CGA et de la TSHP dans les cellules de la PT, comme cela
a été décrit chez le mouton (Wood et al., 2015). Etant donné que Wood et al. (2015) propose que
I'alternance CGA/TSHP soit la base moléculaire de I'horloge circannuelle, il est possible que cette
alternance CGA/TSHB soit moins marquée chez le hamster djungarien qui n’a pas d’horloge
circannuelle. Néanmoins, mes résulats démontrent une variation endogéne d’expression de la CGA

chez le hamster djungarien. A 'exception de la variation trés tardive d’aGSU montré par Bockers et

149



al. (1997a), ceci représente la premiere évidence montrant que la PT recoit le signal endogéne
photoréfractaire chez une espéce sans horloge circannuelle.

La comparaison des cinétiques de la CGA et de la Dio3 au cours de la réactivation endogene
photoréfractaire montre que I'expression de la CGA change bien aprés celle de la Dio3 et que par
conséquent la CGA ne contrélerait pasla régulation précoce de Dio3. A I'heure actuelle, il est difficile
de connaitre les mécanismes responsables de la diminution endogéne de la CGA. lls pourraient
dépendre d’'un phénomeéne endogéne a la PT, d’'un rétrocontréle des stéroides sexuels étant donné
que certaines cellules thyréotropes expriment le récepteur aux androgenes (Klosen et al, non publié)
ou d’un effet inhibiteur sdu pic d’hormones thyroidiennes créé par I'inhibition de la Dio3.

Tout au long de la cinétique, en moyenne 81% des cellules CGA sont aussi aGSU positive. Ceci
indique donc que lors de la réactivation photoréfractaire, il y a une diminution proportionnelle du
nombre de cellules CGA+ et CGA-GSU+. Ainsi, les cellules thyréotropes autant que les autres cellules
CGA positives sont sensibles a la réactivation endogéne photoréfractaire. De plus, alors que le
nombre de cellules CGA+ diminue significativement seulement aprés 20 semaines de SP, celui des
cellules doublement marquées aGSU-CGA chute déja aprés 14 semaines. Cette chute est
concomitante a celle de la Dio3, il est donc impossible d’évaluer qui pourrait étre responsable
responsable de la chute du deuxieéme. De méme, il est difficile d’évaluer le réle physiologique de
cette inhibition.

Mes observations montrant des régulations de la quantité de CGA dans la PT en fonction de la
photopériode et de la réactivation endogene, posent la question de son réle physiologique. La CGA
est connue pour jouer un réle dans des mécanismes intracellulaires en participant a la formation et la
stabilisation des grains de sécrétion, ainsi qu’en favorisant le tri et la libération des hormones
peptidiques (Montero-Hadjadje et al., 2009). Elle est aussi exprimée par des cellules immunitaires et
notamment les macrophages ou les polynucléaires neutrophiles, ou elle a un réle antibactérien et
antifongique (Lugardon et al., 2000). La CGA est également un précurseur de différents peptides
actifs tels que la vasostatine, ayant un role inotrope négatif sur le cceur (Corti et al., 2004), et la
catéstatine, ayant un réle inhibiteur du relargage des catécholamines (Mahapatra, 2008; Mahapatra
et al., 2006). Finalement, la CGA et ses peptides associés sont libérés en cas de stress et leur
concentration plasmatique constitue un marqueur de gravité clinique chez des patients (Lavaux et
al., 2010).

Afin d’approfondir I'analyse saisonniére, il faudra analyser la balance CGA/TSHb au cours de la
réactivation photopériodique afin de pouvoir comparer cette cinétique a celle de I'activation
photorefractaire endogene. Il faudra également comparer ces cinétiques a celles du hamster
européen qui posséde une horloge circannuelle comme le mouton. Ensuite, ces analyses étant faites
avec un antisérum reconnaissant la CGA entiére et la CGA étant un propeptide capable d’étre clivé, il
faudra analyser par Western blot si son clivage est régulé photopériodiquement (Ottesen et al.,

2017a). Enfin, des cellules non thyréotropes contiendraient de la CGA dans la PT, il faudra donc
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analyser si elle est exprimée ou recapturée par ces cellules. Pour cela, une étude par hybridation in

situ permettra de savoir si les cellules en question possedent le transcrit ou pas.

IV) Conclusion

Cette derniere partie de mes travaux visait a 1) identifier de nouveaux candidats dont I'expression
est saisonniere chez des rongeurs saisonners et 2) le cas échéant d’évaluer leur role potentiel dans la
régulation précoce de la Dio3 autant lors de I'activation photopériodique que photoréfractaire de la
reproduction. Les génes codant pour MKRN3, EAP1 et SHH, bien que régulés au cours du
développement pubertaire, nont montré aucune variation photopériodique. L'expression de la
somatostatine dans le recessus mammillaire et de la CGA dans la PT ont une régulation
photopériodique, mais aussi endogéne lors de la réactivation de la reproduction. Cependant, leur
expression varie bien aprés celle de la Dio3 et est plutét concomitante a la reprise de I'activité
gonadique a partir de la 20°™ semaine. Finalement, il serait intérréssant d’évaluer la balance

TSHB/CGA chez le hamster européen, qui lui posséde une horloge circannuelle, et de la comparer au

résultats trouvés chez le hamster Djunagrien et le mouton.
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1) Introduction

Le but de nos recherches était de mieux comprendre comment les changements saisonniers de
I’environnement sont intégrés dans le systeme nerveux central et controlent I'activité reproductrice.
L'apport de ces nouvelles connaissances dans le milieu est crucial pour des enjeux
socioéconomiques. En effet, de nombreuses espéces agricoles sont saisonniéres et le contréle de
leur reproduction permet une optimisation de la production agroalimentaire (lait + viande). Nos
études sont également importantes au niveau écologique, car de nombreuses espéces sont en voie
de disparition a cause de difficultés de reproduction liées entre autres a une désynchronisation entre
les informations environnementales lumineuses et nutritionnelles. La reproduction saisonniere est
également un modeéle unique ou I’on peut inhiber ou activer physiologiquement la reproduction chez
un individu adulte, ce qui permet une analyse fine des voies de régulation de I'axe HPG sans
manipulation génétique, chirurgicale ou pharmacologique. Enfin I'étude de la reproduction

saisonniére permet une amélioration des connaissances fondamentales de la physiologie animale.

) Modele historique du contrdle photopériodique de la reproduction

Le modéle d’étude de la reproduction saisonniére des rongeurs est souvent basé sur la
comparaison d’un état inhibé en SP et activé en LP, ainsi que sur des manipulations
pharmacologiques. Les études histologiques ont montré qu’en LP la TSHP est surexprimée dans la PT
(Bockmann et al., 1996; Dardente et al., 2003; Klosen et al., 2002) et que le ratio Dio2/Dio3 est
augmenté dans les tanycytes (Petri et al., 2016; Revel et al., 2006b) conduisant a une augmentation
des concentration de T3 dans I’hypothalamus médiobasal. L'expression du transporteur de la T3,
MCTS, est également inhibée dans les tanycytes en LP par rapport a SP (Petri et al.,, 2016). Les
neuropeptides régulateurs de I'activité des neurones a GnRH, Kp et RFRP3 sont également régulés
par les changements saisonniers. Le nombre de neurones a RFRP dans le DMH est plus élevé en LP
gu’en SP chez toutes les especes saisonniéres étudiées (Lomet et al., 2017; Rasri-Klosen et al., 2017;
Revel et al., 2008; Sdenz de Miera et al., 2014; Talbi et al., 2016). Le nombre de neurones a Kp dans le
noyau arqué, par contre, peut-étre plus élevé en LP (Revel et al., 2006b, Talbi et al., 2016) ou en SP
(Rasri-Klosen et al., 2017 ; Saenz et al.,, 2014 ; Lomet et al.,, 2017). Afin d’analyser I'implication
possible des neuropeptides TSH, Kp et RFRP3 dans la reproduction saisonniére, des études
pharmacologiques ont été entreprises. Des infusions chroniques de TSH chez des hamsters
djungariens et rats adaptés a la SP, ont été capable de rétablir un phénotype de type LP pour le ratio
Dio2/Dio3, et donc la concentration de T3 hypothalamique, les neuropeptides Kp et RFRP3, et
I'activité gonadique (Helfer et al.,, 2013; Klosen et al., 2013). Des implants de T3, ou des
administrations chroniques de Kp ou de RFRP3 dans le systeme nerveux central sont aussi capables
de réactiver la reproduction d’animaux photoinhibés (Ancel et al., 2012; Ansel et al., 2011; Barrett et

al., 2007; Freeman et al., 2007; Henningsen et al., 2016; Klosen et al., 2013; Revel et al., 2006a).
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De ces observations, un modeéle de travail a été réalisé reliant le systéme reproducteur au
systéme saisonnier : lorsque I'animal passe en LP, le raccourcissement du pic de mélatonine leve
I'inhibition de I'expression de TSHPB qui va donc augmenter dans la PT (Fig. 37). La TSH se lie sur ses
récepteurs présents sur les tanycytes ou elle induit une augmentation du ratio Dio2/Dio3 (Fig. 37)
conduisant a une augmentation locale de I'activation de la T4 en hormone thyroidienne active T3.
Cette augmentation du niveau de la T3 provoquerait ensuite par rétrocontrdle négatif une
diminution homéostatique de I’expression du MCT8 par les tanycytes (Herwig et al. 2009).

A I'heure actuelle, il est bien établi que les hormones thyroidiennes sont essentielles dans
I'activation de la reproduction saisonniere (Barrett et al., 2007; Freeman et al., 2007).Cependant
leurs cibles exactes dans I'hypothalamus restent hypothétiques bien que nos études suggérent que
les neurones a Kp et RFRP3 puissent étre des cibles importantes pour coordonner les informations

saisonniéres a I'activité des neurones a GnRH et ainsi synchroniser I'activité reproductrice (Fig. 37).
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Figure 37 : Voie de signalisation hypothétique reliant les changements de photopériode aux

changements d’activité reproductrice.

TSH : thyréostimuline, Dio2 : Désiodinase 2, Dio3 Désiodinase 3, T3 : triiodothyronine, T4 : Tétraiodothyronine
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lll) Limitation et ambigiiité du modeéle de travail

Ce modele pose pourtant plusieurs limites. Ainsi, la transition d’'une photopériode a I'autre peut
entrainer des phénomeénes transitoires non observables lorsque les animaux sont déja pleinement
adaptés a la LP ou SP. Il existe certainement des changements photopériodiques au-dela de ceux liés
a la régulation de I'axe gonadotrope pouvant entrainer linclusion a tort de facteurs
photopériodiques indépendants de la reproduction. Enfin, le modéle a été proposé en fonction de
I'effet observé suite a des stimulations supraphysiologiques induites par I'approche pharmacologique

pouvant entrainer de faux positifs.

IV) Nouvelle approche : I’analyse temporelle

Afin de mettre a I'épreuve ce modele et de valider ou non I'implication des candidats et I'ordre
des évenements moléculaires, j'ai fait une analyse temporelle de la réactivation de la reproduction.
Le but était de décrire la chronologie d’activation des facteurs de la voie de signalisation responsable
de I'activation photopériodique de la reproduction. J'ai également utilisé cette étude dynamique de
photoréactivation pour la comparer au phénomene de réactivation endogéne photoréfractaire dont
les mécanismes sont a I’'heure actuelle encore totalement inconnus. Le but était de déterminer quels
sont les événements moléculaires et cellulaires conservés et différents entre les deux mécanismes
d’activation de la reproduction.

Les deux études ont été réalisées chez deux especes de hamsters saisonniers, les hamsters syriens
et djungarien, afin de pouvoir déterminer les mécanismes conservés de ceux spécifiques de I'une ou
I'autre de ces deux especes.

Trois événements majeurs sont conservés lors de I'activation photopériodique et photoréfractaire
; 1) le couple TSH/Dio2 est activé tardivement, voire pas activé du tout dans le cas de I'activation
endogéne chez le hamster syrien ; 2) similairement, I'expression des neuropeptides est régulée
postérieurement a I'activation de I'axe reproducteur ; 3) enfin, la Dio3 est inhibée trés précocement

et c’est le seul facteur modifié avant I'activation de la reproduction.

a) TSH/Dio2 est activé tardivement voire pas activé du tout lors de I'activation photopériodique

et photoréfractaire

L'une de nos premiéres observations est le fait que I’expression de TSH et Dio2 est extrémement
bien synchronisée. Peu importe le modéle de réactivation ou I'espéce, ces deux facteurs varient
toujours au méme moment et dans la méme direction. Ceci est en accord avec la littérature
montrant que Dio2 est activée par la TSH (Bolborea et al., 2015; Klosen et al., 2013; Sdenz de Miera

et al., 2014).

157



i) TSH/Dio2 lors de I'activation photopériodique

Lors de I'activation photopériodique, TSH/Dio2 varient tardivement, respectivement aprés 14 et
42 jours de SP selon l'espéce, et donc de fagon inattendue aprés I'augmentation de la FSH ou du
poids testiculaire (Milesi et al.,, 2017). Ceci n’est pas en accord avec les études chez le mouton
montrant une augmentation dés le deuxieéme jour (Dardente et al., 2010). Il est possible que cette
augmentation tardive soit due a notre méthode d’analyse par hybridation in situ non radioactive qui
est moins sensible que celle utilisant des radioisotopes. Néanmoins la comparaison est difficile car
Dardente et al (2010) montrent une augmentation de 2,5 fois des transcrits aprés 2 jours, mais ne
présentent pas le niveau final d’augmentation obtenu chez un animal pleinement actif. Il est donc
difficile de juger de la relevance physiologique d’'une telle augmentation ou de la comparer
directement a nos résultats d’hybridation in situ non-radioactive. On peut également imaginer
gu’une augmentation faible de TSH imperceptible a la quantification soit suffisante pour activer un
systéme hyper sensible. Cependant j'écarterais cette hypothese par le fait que les variations de TSH
et de Dio2, juste en aval de TSH, sont corrélées. S’il y avait une hypersensibilité du récepteur a la TSH
sur les tanycytes, I'augmentation minimale de TSH aurait dO créer une augmentation décuplée de

Dio2 observable précocement.

ii) TSH/Dio2 lors de I'activation photoréfractaire

L’expression de TSH/Dio2 ne varie pas du tout lors de la réactivation photoréfractaire du hamster
syrien et augmente tres tardivement et avec une faible amplitude, apres la réactivation de I'axe HPG,
chez le hamster djungarien (Milesi et al., 2017). Cette légére augmentation n’est pas en accord avec
les études précédentes (Bockers et al., 1997b) et les études de la partie 3 qui elles ne montrent
aucune augmentation. L’augmentation de TSH/Dio2 ne semble donc pas nécessaire a l'initiation de
I’activation photopériodique et photoréfractaire de la reproduction. La différence avec les études
faites chez le mouton pourrait s’expliquer par le fait que cette espéce posséde une horloge
circannuelle qui pourrait contréler I'expression de la TSH en complément des mécanismes

photopériodiques.

iii)  Réle de la PT dans I'activation photopériodique/photoréfractaire endogene de la reproduction

Le role de la PT dans la physiologie saisonniere est discuté depuis une premiére étude qui
montrait des changements saisonniers structuraux photopériodiques (Wittkowski et al., 1984). Plus
tard, en 1987 et 1988, deux études montraient pour la premiere fois la présence de récepteurs a la
mélatonine dans cette structure (Vanécek et al., 1987; Williams and Morgan, 1988). En 1996, il a été
montré que l'expression de TSHP dans la PT était controlé par la photopériode et que cette
régulation dépendait de la mélatonine (Bockmann et al., 1996; Klosen et al., 2002). Finalement, en
2010, Dardente et al. (2010) ont découvert les mécanismes par lesquels les changements

photopériodiques de la mélatonine régulent I'expression saisonniere de TSHP « tubéralienne ». Il
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apparait donc difficile de remettre en cause le réle de la PT dans la physiologie saisonniéere et plus
particulierement dans le contréle de l'activation photopériodique de la reproduction chez les
hamsters syriens et djungariens.

Cependant, nos résultats montrent une augmentation de TSHB3/Dio2 postérieure a la réactivation
de I'HPG et une modification photopériodique de Dio3 antérieure aux premiers signes d’activation de
la reproduction. Ceci nous améne a proposer un modele alternatif, au moins chez les hamsters. En
effet, la Dio3 est diminuée respectivement apres 2 jours et 7 jours de LP chez les hamsters syriens et
djungariens. Les tanycytes n’ayant pas de récepteur MT1, ils ne peuvent pas recevoir directement le
signal mélatoninergique. L'information photique photopériodique pourrait donc arriver via une
structure intermédiaire décodant la photopériode, autre que la PT. Il n’est pas exclu que la PT émette
aussi un messager autre que la TSH qui serait plus précoce.

Dans le cadre de la réactivation photoréfractaire, aucune modification (chez le hamster syrien) ou
une trés faible augmentation tardive (chez le hamster djungarien) de TSHp n’est observée dans la PT.
Ceci suggére que la TSH n’interviendrait pas non plus dans l'initiation endogene photoréfractaire de
I'activité de reproduction. Nous avons examiné si un autre élément de la PT pouvait avoir un réle
dans cette réactivation, notamment la CGA qui présente aussi une variation saisonniére (Wood et al.,
2015). Nous avons confirmé que I'expression de la CGA de la PT des hamsters est également régulée
par la photopériode, mais qu’elle n’est inhibée qu’a partir de la 20°™ semaine, soit postérieure de 6
semaines a 'inhibition de Dio3. L'ensemble de ces informations suggere donc que la PT ne participe
pas non plus a l'initiation endogéne photoréfractaire de I'activation de la reproduction.

Ainsi, mes résultats indiquent que le mécanisme de photoréactivation endogéne est différent de
celui de I'horloge circannuelle endogéene observée chez le mouton et le hamster européen. En effet,
lorsque ces especes sont gardées en conditions photopériodiques constantes, I'expression de TSH
dans la PT varie de facon indépendante de la mélatonine et de la lumiére, probablement sous le
contréle d’une horloge circannuelle qui reste a identifier (Sdenz de Miera et al., 2013, 2014). |l faut
noter cependant que la PT des hamsters syriens et djungariens recoit aussi un signal de réactivation
endogéne photoréfractaire car la CGA est diminuée a partir de la 20°™ semaine. Cette information
n’est pas nouvelle car Bockers et al. (1997) ont montré une augmentation tardive de I'expression
d’aGSU dans la PT suite a la réactivation photoréfractaire. Il est néanmoins probable que ces
variations tardives d’aGSU et CGA dépendent d’un effet secondaire des changements des stéroides
sexuels, car certaines cellules thyréotropes de la PT expriment le récepteur aux androgenes (Klosen
et al., non publié) ou encore des hormones thyroidiennes.

Mes observations sont les premiéres indiquant que le mécanisme photoréfractaire initiant la
réactivation endogene pourrait étre initié au sein des tanycytes via une inhibition de la Dio3. Il

pourrait aussi dépendre d’un signal dont I’origine est encore inconnue aujourd’hui.
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b) La régulation de I'expression des neuropeptides Kp et RFRP n’est pas synchronisée avec

I’activation de I'axe reproducteur

Que ce soit lors de I'activation photopériodique ou photoréfractaire, et que ce soit chez le
hamster syrien ou djungarien, la modification de I’expression neuropeptides Kp et RFRP est
postérieure a I'activation de I'axe HPG (Milesi et al., 2017) ce qui suggere que ces neuropeptides ne

participent pas a l'initiation de la réactivation de la reproduction.

i) Quel est le role de Kp dans I'activation de I’axe reproducteur

Pour Kp, ce résultat remet en cause son réle critique dans le contréle saisonnier de la
reproduction. En effet les études de Revel et al. (2006b) ont montré chez le hamster syrien une
expression plus élevée de Kp dans le noyau arqué en LP par rapport a SP. Cependant, chez d’autres
rongeurs saisonniers comme le hamster djungarien (Klosen et al., 2013) ou la hamster d’Europe
(Sdenz de Miera et al., 2014), I'expression de Kp est inhibée en LP par rapport a SP, ce qui parait
contradictoire avec le fait qu’il soit un stimulateur de I'activité gonadique en LP. En fait, I'expression
de Kp dans le noyau arqué est fortement inhibée par le rétrocontréle des stéroides sexuels chez
toutes les espéces. Aussi, chez les hamsters djungarien (Rasri-Klosen et al. (2017) et d’Europe (Saenz
de Miera et al., 2014), les variations photopériodiques des concentrations circulantes de stéroides
sexuels ont un effet inhibiteur, plus important que la photopériode en elle-méme. Néanmoins,
I'injection de Kp en intracérébroventriculaire chez le hamster syrien (Revel et al., 2006a) ou
djungarien (Rasri-Klosen et al., 2017) ou en périphérie chez le hamster syrien (Ansel et al. 2011) en
photopériode courte est capable de réactiver I'axe HPG photoinhibé de ces animaux. L'effet de
réactivation pharmacologique est également discutable. En effet, la régulation de l'activité des
neurones a GnRH est un équilibre entre des afférences stimulatrices et inhibitrices. La réactivation
créée par les injections chroniques de Kp est donc due a un déséquilibre de cette balance du coté
stimulateur. Ceci confirme donc le réle régulateur de Kp sur les neurones a GnRH mais pas son role
saisonnier.

Il reste néanmoins que nos résultats pourraient étre influencés par la méthode d’analyse. En
effet, I’"hybridation in situ n’est pas la méthode la plus sensible pour détecter de faibles changements
d’expression. De plus, comme Kp est un stimulateur trés puissant de la sécrétion de GnRH, une faible
augmentation de la sécrétion du peptide, non détectable par hybridation in situ ou
immunohistochimie, pourrait suffire a initier la réactivation du systeme hypersensibilisé par une

longue période en SP.

ii) Quel est le réle de RFRP dans I'activation de I’axe reproducteur
Le role du RFRP3 dans la régulation de la reproduction est trés discuté, car des effets activateurs
ou inhibiteurs, voir nuls ont été décrits selon I'espece (Ancel et al., 2012; Decourt et al., 2016; Pineda

et al., 2010), le sexe au sein d’une espéce (Ancel et al., 2012, 2017; Henningsen et al., 2016) ou la
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saison au sein d’'un méme sexe d’une méme espéce (Ubuka et al., 2012). De plus, méme s’il joue un
role régulateur de I'activité reproductrice, son role ne semble pas crucial et peut manifestement étre
compensé. En effet, des souris déficientes pour le gene du NPFFR1, le récepteur du RFRP3, montrent
une plus grande concentration de LH lors de la puberté chez le male mais pas chez la femelle malgré
une taille supérieure des utéri (Ledn et al., 2014). Chez I'adulte, I'effet KO du NPFFR1 s’amenuise
puisqu’il n’y a plus d’effet sur la taille des gonades ni sur la LH bien qu’une légére augmentation de
FSH reste détectable (Ledn et al.,, 2014). Cependant, cette étude a été menée chez la souris en
condition environnementale constante, ce qui ne permet pas de connaitre I'implication possible de
RFRP/NPFFR1 dans la reproduction saisonniére de hamsters adultes. Afin de tester I'effet d’une
inhibition du systéme RFRP/NPFFR1, nous avons utilisé une approche pharmacologique avec le
RF3286, un antagoniste sélectif du NPFFR1 mis au point par le docteur Frédéric SIMONIN (ESBS,
Strasbourg). Des études préliminaires ont en effet montré que le RF3286 est capable d’inhiber
totalement I'augmentation de LH causée par une injection aigué de RFRP3 chez le hamster syrien, ce

qui prouve son efficacité chez notre espece d’intérét (Henningsen, 2016) (Fig. 38).
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Figure 38 : Effet du RFRP3 et de son antagoniste RF3286 sur la sécrétion de LH chez le hamster

L'injection intracérébroventriculaire de RFRP-3 (0.75 nM) induit une augmentation significative de la sécrétion de LH en
comparaison au véhicule chez le hamster syrien male. Le RF3286 (10 nM), injecté seul, ne produit aucun effet significatif sur
la sécrétion de LH, alors que lorsqu’il est injecté avec du RFRP-3 (0.75 nM), il bloque complétement I'effet stimulateur du

RFRP-3. (Non publié). (Henningsen, 2016)

Nous avons administré cet antagoniste de fagcon chronique dans [I’espace
intracérébroventriculaire afin d’inhiber I'effet du RFRP sur son récepteur chez des hamsters syriens
tout au long du processus de réactivation photopériodique lors d’un transfert de SP vers LP. Au bout
de 6 semaines de LP, aucun effet n’a été observé sur la recrudescence de I'activité testiculaire et
seule une surexpression de Kp était détectable dans le noyau arqué. Cet effet suggere que le RFRP
endogéne n’a pas de role essentiel dans la réactivation photopériodique de la reproduction.
Cependant la dose ou le timing de délivrance n’ont peut-étre pas été optimaux. Afin de confirmer ces
résultats, ils doivent étre reproduits en faisant varier ces parameétres.

De fagon intéressante, le blocage du RFRP3 produit une inhibition de I’'hypophagie lors de la
premiere semaine post opératoire chez les animaux LP. Ceci n’est probablement pas di a un effet
purement métabolique, puisque le RFRP3 est décrit au contraire comme orexigéne (Cazarez Marquez

161



et al., soumis; Talbi et al.,, 2016). Cet effet pourrait étre di a une meilleure récupération post
opératoire des animaux sous RF3286. Le RFRP3 étant connu pour étre proalgésique en abaissant le
seuil de sensibilité a la douleur (Elhabazi et al., 2013b), cette observation mettrait a jour un effet
analgésique du RF3286. Cet effet serait accru en LP, car la régulation saisonniére fait qu’en LP
I’expression de RFRP est plus élevée qu’en SP. Pour confirmer cette hypothése, des études de I'effet
du RF3286 sur le seuil de sensibilité a la douleur pourraient étre faites sur des animaux adaptés a la
LP ou la SP. Pour cela, le test de la plaque chaude pourrait étre utilisé (Tjglsen et al., 1991). En plus
d’analyser I'effet analgésique du RF3286, une telle étude permettrait également d’analyser si le
changement saisonnier d’expression du RFRP3 entraine aussi des changements du seuil nociceptif
menant a une diminution de la sensibilité a la douleur en hiver. Enfin, si le RFRP3 s’avére avoir un
effet proalgésique chez le hamster, il sera nécessaire de réévaluer sur le plan éthique les injections
aigués et chroniques de RFRP3 a des doses supraphysiologiques tel qu’elles ont été faites de par le

passé (Ancel et al., 2012; Henningsen et al., 2016).

i)  Existe-il un autre neuropeptide saisonnier de la famille des RFamides ?

Dans la famille des peptides RFamides, il existe d’autres membres et plus particulierement le
26RFa (ou QRFP). Il provoque via son récepteur GPR103 une stimulation de I'axe reproducteur
(Navarro et al., 2006a; Patel et al., 2008) ainsi qu’'une augmentation de la prise alimentaire (Chartrel
et al.,, 2005), deux parametres régulés saisonnierement chez le hamster djungarien. Cependant
aucune étude sur la saisonnalité du 26RFa n’avait été menée jusqu’a aujourd’hui. J'ai donc analysé
les variations saisonnieres de I'expression du 26RFa chez le hamster syrien et djungarien. Dans
I’hypothalamus du hamster syrien, je n’ai pas observé de différences entre SP et LP par gPCR. Chez le
hamster djungarien, j'ai quantifié I’expression saisonniere du 26RFa en utilisant I’hybridation in situ.
Mais aucune différence d’expression n’a été observée non plus entre SP et LP et ni chez des animaux
photoréfractaires. J'ai voulu confirmer ces résultats en analysant la quantité de peptide par
immunohistochimie, mais aucun des anticorps testés n’ont produit de marquage dans mes especes
d’intérét. En plus de I'expression hypothalamique, le 26RFa est également synthétisé par l'intestin
sous l'effet du glucose (Chartrel et al.,, 2016; Prévost et al.,, 2015). A linverse de I'étude
hypothalamique, une étude préliminaire sur un faible nombre d’animaux a montré que les
concentrations circulantes de 26RFa ont une tendance a étre plus élevées (p=0.07) en SP qu’en LP
dans le plasma du hamster djungarien, mais pas chez le hamster syrien. Cette observation devra étre
confirmée avec un nombre plus important d’animaux, mais ces résultats semblent en accord avec les
effets connus du 26RFa et la physiologie du hamster. En effet, le 26RFa joue un réle important dans
I’'homéostasie du glucose en augmentant la sensibilité du récepteur a I'insuline et les concentration
de I’hormone (Prévost et al., 2015). Or le hamster djungarien montre des variations saisonnieres de
la concentration et de la sensibilité a la leptine avec une concentration plus faible mais une

sensibilité accrue en SP (Klingenspor et al., 2000). L’augmentation de la concentration circulante de
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26RFa pourrait donc entrainer une augmentation de la sensibilité a I'insuline. La potentialisation de
I'effet de l'insuline pourrait également expliquer la baisse de prise alimentaire en SP via une

augmentation de I'effet satiétogene.

Ainsi, mes résultats remettent en cause le role des neuropeptides saisonniers RFRP3 et Kp dans
Iinitiation de I'activation saisonniére de la reproduction, mais ils pourraient cependant moduler
I'activité des neurones a GnRH a plus long terme. J'ai également montré que I'expression du 26RFa
dans I’hypothalamus n’est pas plus régulée saisonnierement, méme si un role périphérique pourrait

exister.

¢) LaDio3 est un facteur modifié avant I'activation de la reproduction

Inhibition précoce de la Dio3

Parmi les génes candidats étudiés, ceux codant pour la TSH, la Dio2 ou les neuropeptides, ne sont
augmentés que tardivement et apres a I'activation de I'axe HPG. Seul le gene codant pour la Dio3
varie tres précocement quel que soit I'espéce et le type d’activation. En effet lors de I'activation
photopériodique, I'expression de la Dio3 dans les tanycytes a diminue respectivement dés le 2¢me
(hamster syrien) ou le 7°™ jour (hamster djungarien), c’est-a-dire 12 ou 21 jours avant le premier
signe d’activation de I'axe HPG. Similairement, lors de |’activation photoréfractaire chez le hamster
djungarien, I'expression de Dio3 diminue 6 semaines avant |'activation de I'axe HPG. A I'inverse chez
le hamster syrien, I'expression de Dio3 est inhibée seulement 4 semaines aprés |'activation de 'axe
HPG mais dans ce cas il y avait une grande variabilité interindividuelle dans I'initiation endogéene de la
reproduction. En effet, dés la 14°™ semaine, I'expression de la Dio3 tend a diminuer méme si cela
n’atteint pas un niveau significatif.

La diminution précoce de |'expression de la Dio3 pourrait jouer un role déterminant dans
I'initiation de la réactivation, photopériodique ou endogene, de la reproduction. De par sa précocité,
on pourrait cependant aussi penser que l'inhibition d’expression de Dio3 est un résidu de
I'inactivation photopériodique due au passage de LP vers SP. Cependant, le délai entre le passage en
SP et la diminution d’expression de Dio3 est différent entre I'activation photopériodique et
photoréfractaire, ce qui indique I'implication d’un deuxieme facteur régulateur. Cela pourrait étre

I’activation photopériodique ou l'initiation endogéne photoréfractaire.

Désynchronisation entre Dio2/Dio3

Il est communément admis qu’il y a une régulation réciproque et inverse de la Dio2 et de la Dio3
tanycytaires par la TSH (Helfer et al., 2013; Nakao et al., 2008; Ono et al., 2008; Saenz de Miera et al.,
2013; Watanabe et al., 2007). Or, I'apport de la dimension temporelle dans notre étude montre une
dissociation de la régulation de la Dio3, précoce, et de la Dio2, tardive, suggérant une régulation

différentielle de ces deux enzymes. Il est en effet probable que contrairement a la Dio2, la Dio3 n’est

163



pas uniqguement régulée photopériodiquement par la TSH. Les tanycytes n’ayant pas de récepteurs a
la mélatonine de type MT1 et n’étant pas sensibles a la lumiére, il doit donc exister un ou plusieurs
intermédiaires régulés par la photopériode et capables d’inhiber précocement la Dio3

indépendamment de la Dio2.

Création d’un pic de T3 antérieur a I’activation de I’'axe HPG

La diminution de Dio3, qui catabolise T3 et T4 en formes inactives D2 et rT3, devrait induire une
accumulation des deux formes actives T3 et T4, d’autant que le transporteur MCT8 reste stable
jusqu’apres la réactivation de I'axe HPG. Ainsi, cette régulation pourrait induire une fenétre
temporelle pendant laquelle les concentrations hypothalamiques de T3 et T4 seraient augmentées.
La proportion de T3 et de T4 dans cette accumulation est inconnue, cependant méme si I’affinité du
récepteur aux hormones thyroidiennes a la forme de stockage T4 est 20 a 30 fois plus faible que celle
a la forme active T3, les deux formes sont capables de I'activer (Sandler et al., 2004). Les hormones
thyroidiennes étant capable de réactiver la reproduction d’hamsters photoinhibés (Barrett et al.,
2007; Freeman et al., 2007), un pic d’hormones thyroidiennes créé par I'inhibition de la Dio3 pourrait

étre suffisant pour initier la réactivation de la reproduction

Qui peut réguler la Dio3 ?

La PT étant considérée comme le principal décodeur photopériodique (Dardente et al., 2010), le
messager régulant la Dio3 pourrait en étre issu, mais il pourrait aussi provenir d’'une autre structure
qui reste a identifier. Ce décodeur pourrait dépendre du signal mélatoninergique comme dépendre
directement du signal lumineux. En effet, chez le hamster européen, des animaux pinéalectomisés
sont toujours capable d’étre entrainés par la photopériode (Monecke et al., 2013).

Pour tenter d’identifier ce signal inhibant I'expression de la Dio3, j'ai fait une recherche
bibliographique de candidats potentiels selon 3 axes: des régulateurs connus de Dio3, des
régulateurs de I'activité reproductrice et des candidats photopériodiques connus mais non évalués
dans ce contexte. J'ai ensuite validé leurs variations photopériodiques via une quantification SP/LP.
Et pour ceux qui présentaient une variation photopériodique j’ai réalisé une analyse de la cinétique
de ces variations lors d’une réactivation photoréfractaire, et non pas photopériodique afin de

m’affranchir des changements physiologiques induits par la mélatonine.

- Régulateur connus de la Dio3

Sonic Hedgehog (SHH) était un candidat potentiel d’intérét, car il active Dio3 dans certaines
tumeurs (Dentice et al., 2007; Luongo et al., 2014). De plus il présente une expression saisonniere
dans les tanycytes de mouton (Lomet et al.,, (2017), méme si le niveau plus élevé en LP est
contradictoire avec la régulation attendue chez nos modeles de rongeurs saisonniers. Chez les

hamsters syriens et djungariens, le niveau d’expression dans I’hypothalamus est trés faible chez
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I'adulte et une étude des variations photopériodiques par qPCR n’a révélé aucun changement
photopériodique. Ainsi, mes résultats suggérent que SHH n’est pas impliqué dans la régulation

précoce de Dio3.

- Lesrégulateurs de I'activité reproductrice

MKRN3 et EAP1 sont deux régulateurs de la signalisation cellulaire qui sont de bons candidats, car
leurs mutations entrainent une puberté retardée ou précoce (Abreu et al., 2013; Heger et al., 2007)
et ils sont exprimés dans I'hypothalamus médiobasal. Mais, aucune variation d’expression
photopériodique n’a été observée par PCR quantitative sur des échantillons d’hypothalamus chez le
hamster syrien. Afin d’approfondir cette étude, jai essayé d’analyser leur expression au niveau
cellulaire par hybridation in situ non radioactive. Malheureusement, les sondes que j’ai mises au
point ont donné un marquage diffus difficilement exploitable. Cependant des comarquages avec des
marqueurs cellulaires spécifiques comme Kp ou DARPP32 (pour marquer les tanycytes), pourraient
permettre une analyse de ces marquages spécifiquement dans des cellules impliquées dans le
contréle photopériodique. Pour le moment, mes résultats suggerent que ces deux facteurs

n’interviennent pas dans la régulation photopériodique.

- Les facteurs photopériodiques

J'ai également examiné des facteurs dont une expression photopériodique a été rapportée chez
d’autres especes. Par exemple, chez le mouton, I'expression de la CGA dans la PT varie inversement a
celle de la TSHP et cette variation est maintenue lorsque les animaux sont maintenus en conditions
constantes, suggérant que ce systéme soit a la base de I’horloge circannuelle (Wood et al., 2015). De
plus, la somatostatine pourrait aussi étre un candidat potentiel a la régulation de la Dio3, car son
expression est augmentée en SP chez le hamster djungarien (Klosen et al., 2013) et les a tanycytes,
qui expriment la Dio3, possedent le récepteur SST2A (Hashemi et al., 2001). L’analyse des cinétiques
de variation de la somatostatine et de la CGA lors de I'activation photoréfractaire de la reproduction
chez le hamster djungarien montre que ces deux candidats ne varient que 6 semaines apres
I'inhibition initiale de Dio3. Ce sont donc des candidats saisonniers, mais la cinétique de leur variation
ne suggere pas qu’ils soient associés a la diminution précoce de Dio3. Par contre, leurs changements
d’expression pourraient étre régulés par le pic d’hormones thyroidiennes (consécutif a I'inhibition de
Dio3) ou de I'augmentation du taux de testostérone circulante (consécutif a la réactivation de la
reproduction).

En conclusion, mon étude a mis a jour une régulation inédite de la Dio3 lors de I'activation
photopériodique ou photoréfractaire, mais mes analyses actuelles n‘ont pas encore permis de
révéler de candidat potentiel pour cette régulation précoce de la Dio3. Paralléelement, mon étude
remet aussi en question le réle du systéme TSH/Dio2 et des neuropeptides reproducteurs dans

I'initiation de la réactivation de la reproduction. Ces résultats me permettent de proposer un
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nouveau modele de travail pour la voie de signalisation entrainant les changements d’activité
reproductrice sous le controle des changements photopériodiques et du phénomene de

photoréfraction.

V) Nouveau modeéle du controle photopériodique de la reproduction
Le nouveau modele que je propose comprend deux voies : une voie rapide d’initiation de I'activité
reproductrice et une voie longue de stabilisation (Fig. 39).

La premiere voie impliquerait une inhibition précoce de la Dio3 qui, associée a une forte
expression de MCT8, entrainerait une augmentation locale de la concentration de T3 et T4. Ces
hormones thyroidiennes pourraient avoir une action stimulatrice directe sur les neurones a GnRH qui
expriment les récepteurs TRa (Jansen et al., 1997) ou indirecte via les tanycytes. L’action indirecte
pourrait impliquer la libération par les tanycytes de prostaglandines E2, dont les récepteurs EP1 sont
localisés sur les terminaisons axonales des neurones a GnRH (Prévot et al., 2003). L’activation de ces
récepteurs entraine une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium et le
recrutement de vésicules de neurohormones. Les hormones thyroidiennes pourraient également
entrainer le remaniement plastique de la couverture tanycytaire sur les terminaisons axonales des
neurones a GnRH, régulant ainsi leur I'accés au réseau capillaire du systéme porte hypophysaire
(Clasadonte et al., 2011a; Garcia-Segura et al., 2008; Prevot et al., 2003; Yamamura et al., 2004a). On
pourrait également imaginer que la modification de Dio3, les modifications plastiques et stimulations
paracrines soient simultanées. L'inhibition précoce de Dio3 servirait alors dans ce cas-la de marqueur
afin de visualiser quand les tanycytes recoivent I'information photopériodique. Le but de cette voie
pourrait étre d’initier rapidement la réactivation de la reproduction via une stimulation directe de la
libération de GnRH au niveau de la terminaison axonale.

La seconde voie serait mise en jeu plus tardivement lors de la réactivation photopériodique. Elle
ferait intervenir une augmentation de T3 via une stimulation de I'expression de Dio2 sous le contréle
de la TSH de la PT. Cette seconde voie, plus puissante, pourrait stimuler I'expression des
neuropeptides saisonniers régulateurs des neurones a GnRH comme le RFRP3 et la Kp (Revel et al.,
20064, 2008).

Si les mécanismes impliqués dans la régulation de la TSHf3 par la mélatonine sont maintenant bien
connus (Dardente et al., 2010), ceux qui régulent I'inhibition précoce de Dio3 ne sont pas connus.
L'un de nos prochains défis sera d’établir quel signal photopériodique régule I'expression de la Dio3.
Ce signal pourrait provenir aussi de la PT, mais la CGA que nous avons analysée ne varie pas de facon
précoce. Les tanycytes n’exprimant pas le récepteur MT1 pour la mélatonine, le signal pourrait aussi
provenir d’une autre structure. Il pourrait étre aussi indépendant du signal mélatoninergique car le
hamster européen pinéalectomisé est toujours capable d’étre entrainé par la photopériode

(Monecke et al., 2013).
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Les SCN, qui recoivent des informations photiques, sont riches en récepteur MT1 et possédent un
systéme de mesure du temps. De plus, chez des hamsters djungariens pinéalectomisés, si ces noyaux
sont lésés, cela entraine un blocage de la réponse de l'axe reproducteur a des infusions de
mélatonines simulant des jours courts (Bartness et al., 1991). A l'inverse, chez cette méme espéce
I'injection par microdialyse de mélatonine directement dans les SCN induit une régression testiculaire
(Badura and Goldman, 1992). Cette structure pourrait donc étre une structure de choix dans la
régulation photopériodique dépendante de la reproduction. Via des sorties glutamatergiques
(Kalsbeek et al., 2006), les SCN pourraient stimuler les astrocytes afin qu’ils produisent des
neurégulines et du TGF a (Clasadonte et al., 2011a; Dziedzic et al., 2003). En effet, la neuréguline est
capable d’inhiber la Dio3 (Simmons et al., 2016) et le TGFa est capable de stimuler la voie ErbB1
tanycytaire et astrocytaire, qui en aval pourrait stimuler les neurones a GnRH (Clasadonte et al.,
2011a; Prevot et al., 2003).

Une deuxieme structure de choix serait le DMH. tout comme pour les SCN chez le hamster
djungarien, ces noyaux sont riches en récepteurs a la mélatonine (Maywood and Hastings, 1995). Sa
Iésion chez le hamster syrien entraine un blocage de la réponse de |’axe reproducteur a des infusions
de mélatonines simulant des jours courts, alors que ¢a ne bloque pas la réponse de la prolactine
(Maywood et al., 1996). A I'inverse la mise en place de micro-implant de mélatonine dans le DMH a
significativement avancé la mise en place du phénotype reproductif hivernal chez le mouton sans
affecté la PT (Lincoln and Maeda, 1992; Malpaux et al., 1993, 1995). Cette structure serait d’autant
plus intéressant que les tanycytes a dans lesquelles la dio3 est inhibée précocement, projettent dans
cette structure (Rodriguez et al., 2005). Nous pourrions également penser que les neurones a RFRP
soient un acteur de ces effets photopériodiques DMH dépendant, puisqu’ils possedent leur corps
cellulaire dans ces noyaux et régule les neurones a GnRH. Cependant leur activation tardive lors du

processus de réactivation questionne sur cette hypothése.
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Figure 39 : Nouveau modele de travail de |a voie de signalisation reliant les changements

photopériodigues aux changements d’activité reproductrice.

Fleche verte : stimulatrice, Fleche rouge : inhibitrice, Fleche en pointillé : hypothese, croix rouge : enzyme inhibée.

VI) Modele du controle endogene photoréfractaire de la reproduction

Pour l'activation endogene photoréfractaire, j'ai obtenu des résultats similaires a I'activation
photopériodique. Ceci suggére qu'outre les mécanismes initiateurs, les voies cellulaires
photopériodiques et photoréfractaires sont proches. Lors de I'activation photoréfractaire, la voie
précoce inhibe la Dio3, mais le duo TSH/Dio2 et la PT n’interviendraient pas. Les neuropeptides
s’activeraient plus tardivement afin de réguler I'activité des neurones a GnRH. Leur activation est
peut-étre causée par le pic primaire d’hormones thyroidiennes créé par 'inhibition de la Dio3 ou ils
peuvent étre aussi activés secondairement par les stéroides sexuels.

Aujourd’hui nous ne savons toujours pas ou se situe le mécanisme endogéne responsable du
timing et de linitiation de I'activation de la reproduction chez les especes photoréfractaires.
Cependant, le signal inhibant la Dio3, il pourrait étre intrinseque aux tanycytes, ou la structure devra
étre capable de projeter sur ces cellules. Ce mécanisme pourrait étre basé sur des modifications
épigénétiques. En effet, il a été montré que le promoteur de Dio3 est méthylé lors de la réactivation

endogéene, ce qui entrainerait la diminution de son expression (Stevenson and Prendergast, 2013).

VII) Un réle de la CGA dans la PT des hamsters djungariens

Chez le mouton, il a été récemment montré que la CGA et la TSHf sont exprimées de facon
strictement inverse par les cellules thyréotropes de la PT, et que cette alternance maintenue en
conditions photopériodiques constantes pourrait étre a la base de I'horloge circannuelle chez le
mouton (Wood et al., 2015). Dans ce contexte, nous avons voulu examiner 1) si une telle régulation

existe aussi chez le hamster djungarien et 2) s’il pouvait expliquer le phénoméne de photoréfraction.

a) Quelles cellules de la PT expriment la CGA

Afin de savoir si la CGA est aussi exprimé chez le hamster djungarien par des cellules
thyréotropes, un comarquage a été fait avec I'aGSU. Dans la PT du hamster djungarien, quelle que
soit la photopériode, environ 85% des cellules CGA expriment I’aGSU, indiquant que ce sont soit des
cellules thyréotropes, soit des cellules gonadotropes (Dardente et al., 2003). Les 15% de cellules CGA
positives qui n’expriment pas I’aGSU pourraient étre soit des cellules endocrines dont I'expression de
I'aGSU est tres faible, soit des cellules folliculostellaires ou des macrophages connus aussi pour
exprimer la CGA chez le rat (Eissa et al., 2018; Majdoubi et al., 1996; Stilling et al., 2005). Afin
d’analyser si la CGA est synthétisée par des cellules non endocrines ou si elle est recaptée apres avoir
été sécrété par les cellules endocrines, il faudrait examiner la localisation cytologique de ses

transcrits par hybridation in situ.
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Figure 40 : Représentation indicative des différentes populations cellulaires identifiées par des

marquages aGSU, TSHPB, et CGA, en fonction de la photopériode courte (SP) et longue (LP).

b) L'expression de la CGA est saisonniére

Chez le hamster djungarien, comme chez le mouton, |'expression de la CGA dépend de la
photopériode avec des niveaux de protéine plus élevés en SP qu’en LP, c'est-a-dire opposée a celle
de la TSHB. Cependant, cette régulation n’est pas aussi stricte que chez le mouton, puisque
I'expression de la CGA n’est pas totalement inhibiée en LP (il reste environ 47% du niveau
d’expression en SP). De plus, I'alternance CGA-TSHB n’est pas aussi exclusive puisqu’en LP environ
32% des cellules CGA expriment aussi la TSHp.

Lors de la réactivation photoréfractaire, chez le mouton maintenu en photopériode inhibitrice, il y
a aussi une stricte inversion du ratio CGA/TSHB (Wood et al.,, 2015). Lors de la réactivation
photoréfractaire du hamster djungarien, 'expression de la CGA diminue & partir de la 20°™ semaine
mais n’est pas totalement inhibée, car le niveau reste encore 1.6 fois plus élevé qu’en LP. A I'inverse,
I’expression de la TSHP reste inhibée pendant toute la SP.

Dans I'ensemble, mes observations chez le hamster djungarien indiquent que, contrairement au
mouton, il n’existe pas de switch binaire strict TSHB/CGA. Cette différence de corégulation TSHB/CGA
pourrait s’expliquer par le fait que chez le mouton, il a été proposé par Wood et al. (2015) que ce
switch serait a la base de I'horloge circannuelle, alors que les hamsters djungariens n’ont pas
d’horloge circannuelle. L'inhibition tardive de la CGA, qui n’est pas observée pour la TSH, pourrait
étre due au pic de T3, dépendant de I'inhibition de la Dio3, ou au rétrocontrdle des stéroides sexuels
par les organes reproducteurs réactivés.

Dans le futur, il faudra analyser les variations de la CGA lors de la réactivation photopériodique du
hamster djungarien, afin de voir si elles sont également tardives. Dans, ce cas, il serait intéressant
d’évaluer 'influence des stéroides sexuels sur les variations d’expression saisonniere de la CGA chez
des hamsters djungariens castrés. Enfin, pour déterminer si I'alternance stricte CGA/TSHB dans les

cellules thyréotropes est la marque d’une horloge circannuelle, il faudrait comparer leur expression
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en été subjectif et en hiver subjectif chez des hamsters d’Europe, qui possedent une horloge

circannuelle qui régule la TSHP de la PT (Sdenz de Miera et al., 2014).

c) Quelestlerble de la CGA dans la PT.

Dans les cellules endocrines, la CGA joue un role dans la formation et la stabilisation des granules
de sécrétion ainsi que dans le tri et la sécrétion des vésicules (Montero-Hadjadje et al., 2009). Elle est
généralement utilisée comme marqueur des cellules endocrines (Gazdar et al.,, 1988; Rindi et al.,
1986; Wilson and Lloyd, 1984). Cependant, elle peut étre exprimée dans des cellules non endocrines
telles que des cellules de soutien ou des macrophages dans lesquels elle aurait un réle antibiotique
et antifongique (Eissa et al., 2018; Lugardon et al., 2000; Majdoubi et al., 1996; Stilling et al., 2005).

La CGA est aussi considérée comme une molécule précurseur clivable en différents peptides dont
la nature dépend des tissus. Par exemple, la CGA peut étre cliver entre autres en vasostatine, qui
régule I'angiogenése et la contractibilité cardiaque, ou en pancréastatine, capable de d’inhiber la
sécrétion d’insuline (Helle et al., 2018). Pour quantifier I'expression de la CGA, jai utilisé un
antisérum détectant la forme compléte de la protéine et potentiellement tous ses produits de
clivage. Afin de poursuivre cette analyse, il serait intéressant de savoir quelles sont les formes
réellement présentes dans la PT et si le clivage varie de facon saisonniére. Ceci pourrait étre réalisé
par Western blot (Ottesen et al., 2017b) ou par spectrométrie de masse sur des PT isolées.
Finalement la CGA pouvant étre glycosylée, il serait intéressant d’analyser s’il existe des

modifications de cette glycosylation en fonction des saisons.
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L'ensemble de mes travaux a permis de poser de nouvelles questions auxquelles il faudra
répondre dans le futur. Il s’agira de mieux définir les réles de TSH/Dio2 et des neuropeptides
RFamides dans l'activation photopériodique de la reproduction et d’identifier les régulateurs
précoces de Dio3, ce qui pourra éventuellement aider a mieux comprendre les mécanismes

responsables du phénomeéne de photoréfraction.

I) Quel est le réle de TSH/Dio2 dans lactivation de la reproduction chez les espéces
saisonniéres

Dans toutes les analyses cinétiques chez les hamsters syriens et djungariens, nous avons trouvé
une variation tardive de TSH/Dio2, qui n’est pas en accord avec les études chez le mouton montrant
qgue I'expression de la TSH est augmentée déja deux jours apres le transfert en LP (Dardente et al.,
2010). Afin de confirmer cette régulation tardive chez les hamsters, qui questionne le réle primordial
de la TSH dans l'activation photopériodique de la reproduction, je propose de refaire cette analyse
en utilisant la PCR quantitative en temps réel, qui est une technique plus sensible et qui permettra
d’éventuellement analyser le niveau résiduel d’expression de TSHB en SP. Les résultats seront
comparés avec I'étude chez le mouton. Il faudra cependant inclure dans notre étude des groupes de
référence tels que des groupes stabilisés en SP et en LP et prendre un soin particulier au niveau de la
reproductibilité de I'échantillonnage des hypothalami médiobasaux. En effet, la PT ne représentant
gu’une faible partie de I’échantillon, il est tres facile d’induire une « dilution » variable des transcrits
de la PT dans I’ensemble du tissu prélevé et donc une variabilité interindividuelle. De plus, la PT peut
facilement étre endommagée et contaminée avec de I'adénohypophyse qui exprime aussi de la
TSHB.

Que ces résultats par gPCR confirment une activation tardive ou montrent une activation plus
précoce, il faudra comparer cette cinétique a celle de |’activation centrale de I'axe HPG, c'est-a-dire
I'activation des neurones a GnRH, et non pas la FSH ou la masse testiculaire qui sont des indices
distaux de I'activation. Afin de savoir quand s’activent les neurones a GnRH, je propose de faire un
marquage du marqueur d’activation neuronale cFOS dans les neurones a GnRH et de doser la LH
plasmatique autour du moment ou la Dio3 est modifiée. Il y pourrait aussi exister une augmentation
transitoire de I'expression de GnRH au moment de I'activation (Porkka-Heiskanen et al., 1997), qui

pourrait étre analysée par hybridation in situ.
Finalement, afin de valider définitivement Iimplication de TSH/Dio2, il faudrait inhiber
spécifiqguement ces facteurs et en évaluer les effets sur la réactivation de la reproduction

photopériodique ou photoréfractaire. Plusieurs approches sont possibles dans nos modeéles d’étude :

1) L'approche pharmacologique :
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Les T3 et T4 ayant un role ubiquitaire, il faut appliquer les produits pharmacologiques inhibiteurs
localement et éviter que la molécule ne passe la barriere hématoencéphalique. Il faut également des
antagonistes trés efficaces. En effet, il est déja connu que le systéeme reproducteur posséde de
nombreuses redondances et que de forts taux d’inhibition sont nécessaires afin d’observer un effet
physiologique. Par exemple, seulement 12% des neurones a GnRH sont nécessaires pour que la
puberté soit maintenue, et seulement entre 12 et 34% des neurones a GnRH sont nécessaires au
maintien de la cyclicité oestrienne (Herbison et al., 2008). Des essais avec une infusion a long terme
d’acide iopanoique (un inhibiteur des Désiodinases) ont été réalisées au laboratoire mais sa faible
solubilité et son manque de spécificité (inhibe Dio2 et Dio3) n‘ont pas permis d’avoir de résultats
concluants. Puisque peu d’antagonistes des récepteurs a la TSH sont disponibles, j’ai essayé d’utiliser
un anticorps monoclonal de souris anti-récepteur TSH (clone 4C1), connu pour bloquer 80% de la
liaison de la TSH a son récepteur a une concentration de 5pg/ml (Shepherd et al., 1999). J’ai injecté 5
ug de cet anticorps dans le ventricule latéral de hamsters djungariens et quatre heures plus tard, j’ai
stimulé le récepteur TSH des tanycytes par une injection aiglie intracérébroventriculaire de TSH.
Aucun effet de I'anticorps n’a été observé puisque, dans les deux cas, la TSH a activé I'expression de
Dio2 mesurée par hybridation in situ 4 heures plus tard. On ne peut pas exclure que la dose ou
I'intervalle d’attente n’étaient pas adaptés, ou que I'anticorps ne soit pas suffisamment sélectif. En
effet, il n’a pas donné de marquage sur les tanycytes malgré une conservation a 100% de I'épitope
reconnu sur le récepteur TSH entre 'lhomme et le hamster djungarien (humain LQAFDSHYDY 378-

387) (Shepherd et al., 1999).

2) Approche par interférence ARN :

L'interférence ARN utilise une propriété physiologique des cellules eucaryotes qui est de dégrader
tout ARN double brin présent dans la cellule. Ainsi, pour inhiber I'expression d’'un geéne, on fait
exprimer de courtes séquences d’ARN complémentaires a un ARNm cible (shRNA) dans une cellule et
la création du double brin entrainera la dégradation de I’ARNm cible par le complexe RISC
(Karagiannis and El-Osta, 2004). L'apport des shRNA peut se faire par des virus, mais dans le cas de la
reproduction saisonniére, il faut que I'infection soit stable sur plusieurs semaines. Les lentivirus sont
donc le virus de choix, grace a ses propriétés de rétrotranscription qui permettent l'insertion du
matériel génétique dans I’ADN de la cellule h6te et donc une expression tres stable (a la différence
des AAV qui ne sont pas intégratifs). Finalement, il faut avoir accés au génome de 'espece étudiée,
ce qui est le cas du hamster syrien mais pas encore du hamster djungarien. Dans notre modéle
expérimental, I’extinction de la TSHP nécessite de cibler la PT qui est difficile d’acces pour I'injection
des virus et il faut éviter de contaminer I'adénohypophyse qui exprime aussi la TSHPB. L'inhibition de
la Dio2 serait plus facile car les tanycytes sont plus accessibles, mais il faudra veiller a ce qu’une

proportion suffisante de tanycytes soit infectée par le virus.
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Jai commencé le développement de cette stratégie afin d’inhiber I'expression de Dio2 dans les
tanycytes chez le hamster syrien. Pour cela, j'ai développé une culture primaire d’adipocytes bruns
pour tester I'efficacité des shRNA, car ces cellules expriment le récepteur TSH, ainsi que Dio2 et Dio3.

Cependant, je n’ai pas pu mener ce projet a terme dans le temps imparti pour ma thése de doctorat.

3) Approche transgénique :

Les approches transgéniques classiques ne sont pas accessibles sur les modeles de hamster.
Cependant l'arrivée de la technique CRISPR-CAS9 va maintenant pouvoir permettre d’en générer.
Cette technique consiste a extraire une partie d’ADN double brins spécifique du génome via I'enzyme
Cas9 et de la remplacer pour introduire une mutation gain ou perte de fonction (Tremblay, 2015).
Des études sont actuellement en cours pour développer cette technique chez le hamster syrien.

Cette technique peut étre utilisée chez I'adulte. Cependant I'apport des composants nécessaires
se faisant par l'utilisation de virus, les mémes limitations que pour l'inhibition par ARN interférant
s’appliquent. A la différence de l'interférence ARN, on peut cependant aussi 'utiliser au stade
embryonnaire afin de générer des animaux transgéniques (Fan et al., 2014). Le but serait d’utiliser
cette derniere option afin d’inhiber I'expression de TSHP seulement dans la PT en injectant le virus
permettant I'expression de CAS9 sous controle du promoteur d’un géne spécifique des cellules

thyréotropes de la PT tel que le geéne MT1.

) Quel est le role des neuropeptides RFamides dans la reproduction saisonniére ?

Des études montrant une inhibition de I'expression de Kp dans le noyau arqué en LP (a cause du
fort rétrocontréle des stéroides sexuels) chez des rongeurs saisonniers (Rasri-Klosen et al., 2017,
Sdenz de Miera et al.,, 2014), remettent en cause leur réle sur le controle saisonnier de la
reproduction. Par ailleurs, mes résultats montrent que l'inhibition de la signalisation du RFRP3 par
I’'antagoniste RF3286 n’a produit aucun effet sur l'activité reproductrice du hamster syrien.
Finalement, que ce soit lors de la réactivation photopériodique ou photoréfractaire chez le hamster
syrien ou djungarien, I'expression des génes codant pour Kp et RFRP3 est activée tardivement. Le
role de ces neuropeptides RFamides dans les processus d’activation saisonnier de la reproduction

reste donc discutable.

a) Role de Kp

La meilleure approche pour déterminer I'importance de Kp serait d’inhiber son expression ou son
action sur son récepteur lors des processus de réactivation de la reproduction.

Des souris oU le geéne Kiss-1 ou Kiss-1R est invalidé présentent un hypogonadisme
hypogonadotropique (Kauffman et al., 2007a; Lapatto et al., 2007). Cependant le phénotype des
souris Kiss-1 7~ semble moins sévére que celui des souris Kiss-1R . En effet, malgré une

concentration circulante de gonadotropines plus faible, la moitié des femelles Kiss-1 "montre un
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poids gonadique similaire aux souris contrbles et une cornification du vagin (Lapatto et al., 2007).
Ceci pourrait étre causé par la présence d’un deuxiéme ligand du Kiss1R et/ou une activité
intrinseque du récepteur. Malgré cela, ’hypogonadisme général observé chez ces souris KO montre
bien I'importance de Kp dans le développement reproductif et I'apparition de la puberté. Cependant,
avoir un réle déterminant dans le développement reproducteur n’induit pas nécessairement un role
obligatoire dans la régulation saisonniere. Afin d’analyser I'implication des neurones a Kp du noyau
arqué, qui coexpriment la Neurokinine B et la Dynorphine (neurones KNDys) et qui seraient un
générateur de pulses de GnRH (Uenoyama et al., 2014), il serait intéressant d’analyser les variations
d’activité du pulse générateur afin de savoir si son activité électrique est modulée en fonction des
saisons. Une inhibition de Kp au cours du processus de réactivation photopériodique de la
reproduction serait aussi nécessaire pour mieux comprendre son role saisonnier. Il faudra cependant
étre capable de discerner un effet dii a une modification de la physiologie saisonniéere, d’'un effet di a
la modification de la physiologie reproductrice.

A I'heure actuelle, il existe un antagoniste pharmacologique de KisslR, le 2-acylamino-4,6-
diphenylpyridine, capable in vivo de diminuer le taux circulant de LH (Kobayashi et al., 2010). I
faudra cependant faire des courbes doses-réponses afin de savoir quel est le pourcentage
d’inhibition maximal qui peut étre atteint. La famille des RFamides ayant des récepteurs
structurellement proches, il faudra également vérifier qu’il n'y a pas d’effets croisés comme nous
I’avons observé avec le RF9, d’abord présenté comme antagoniste du GPR147, puis qui s’est avéré
aussi stimulateur du Kiss-1R (Min et al., 2015; Simonin et al., 2006). L’inhibition via interférence ARN
est possible mais surement compliquée, car la population des neurones a Kp étant étendue, il sera
difficile d’infecter I'intégralité de la population. Finalement, si la technique de CRISPR/CAS9 est mise

au point chez les rongeurs saisonniers, elle pourra étre utilisée pour évaluer I'effet saisonnier du Kp.

b) Role de RFRP3

Le réle du RFRP3 dans la régulation de la reproduction est tres discuté, car son effet activateur ou
inhibiteur dépend de I'espece, du sexe, de la photopériode et de I'interaction entre ces trois facteurs
(Ancel et al., 2017; Henningsen et al., 2016; Ubuka et al., 2012). De plus, son role ne semble pas
crucial et peut manifestement étre compensé. En effet, des souris déficientes pour le gene du
NPFFR1, le récepteur du RFRP3, montrent chez I'adulte que I'effet KO du NPFFR1 est minime puisqu’il
n’y a pas d’effet sur la taille des gonades ni sur la LH bien qu’une légere augmentation de FSH reste
détectable (Ledn et al., 2014). Lors de nos études, l'inhibition pharmacologique de RFRP3 via le
RF3286 n’a pas eu d’effet sur la reproduction saisonniere. Il est toujours difficile de conclure a partir
de l'absence d’effet observé, car il peut aussi étre induit par des probléemes dans la conception
expérimentale. Afin de valider ou non le réle du RFRP3 dans la réactivation photopériodique de la
reproduction des rongeurs saisonniers, tout comme pour Kp, I'effet du RFRP3 pourrait étre inhibé

par interférence ARN ou CRISPR/CAS9 avec les mémes limites.
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lll) La régulation précoce de Dio3 est-elle a I’origine d’un pic local d’hormones thyroidiennes ?

Nous suggérons que l'inhibition précoce de Dio3, associée a une inhibition tardive du transporteur
MCT8 pourrait entrainer une augmentation locale de T3/T4 dans I’hypothalamus médiobasal. De
facon intéressante, j'ai récemment observé qu'un deuxiéme transporteur des hormones
thyroidiennes , le Solute Carrier Organic Anion Transporter Family Member 1C1 (SLCO1C1 ou
OATP1C1) est augmentée en LP par rapport a SP dans les tanycytes du hamster djungarien (Fig. 41),
en accord avec la littérature (Lomet et al., 2017; Ross et al., 2011). Il serait intéressant d’analyser sa

cinétique d’expression lors de la réactivation photopériodique et endogene photoréfractaire afin de

s’avoir s’il favorise, ou non, la création du pic d’hormones thyroidiennes hypothalamiques.

40+

w
o
1

Tanychtes o
o

Expression de OATP1 C1 (a.u.)
3

SP LP

Figure 41: Analyse par hybridation in situ de I'expression du géne OATP1C1 dans les tanycytes du

hamster djungarien en fonction de la photopériode.

Valeur moyenne d’intensité ( = SEM, n=3 ) du signal dans les corps cellulaires des tanycytes en photoperiode courte (SP)
ou longue (LP). Valeur d’intensité calculée en utilisant une ligne suffisamment large pour couvrir les corps cellulaires des

tanycytes bordant le troisieme ventricule. * indique p<0.05.

Afin de définitivement vérifier s’il existe une augmentation précoce de T3/T4 hypothalamique au
moment de la réactivation de la reproduction, j'ai effectué des préléevements d’hypothalamus chez
des hamsters djungariens avant I'inhibition de Dio3 (aprés 2 jours en LP) et apres l'inhibition de celle-
ci (aprés 14 jours de LP) ainsi que chez des contréles maintenus en LP constant. T3 et T4 seront
dosées par spectrométrie de masse. S’il s’avére qu’un pic précoce de T3 ou T4 est observé suite a
I'inhibition précoce de Dio3, il faudra rechercher les régulateurs potentiels de Dio3 afin de
déterminer quels signaux induisent son inhibition précoce. Il faudra analyser si ces signaux
dépendent de la lumiére ou de la mélatonine et donc si la PT est nécessaire dans ce phénomene ou
s’il existe une nouvelle structure impliquée et le cas échéant laquelle. Surtout, nous évaluerons si les
signaux régulant Dio3 sont les mémes dans le cas de la réactivation photopériodique et endogene
photoréfractaire. A ce jour, notre recherche basée sur une approche a partir de candidats potentiels
issus de la littérature n’a pas fourni de résultats encourageants. Aussi faudrait-il maintenant utiliser

une approche sans a priori, par analyse transcriptomique d’hypothalamus prélevés entre le point
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avant (LP 2 jours) et aprés (LP 14 jours) I'inhibition de la Dio3 chez le hamster djungarien. Dans la
liste des génes différentiellement transcrits, il faudra porter une attention particuliére :

= aux genes connus pour réguler la puberté, notamment ceux liés au métabolisme des
hormones thyroidiennes comme TTF-1 (Mastronardi et al., 2006).

=  Aux miARN. En effet, une mutation de DICER, I’enzyme responsable de la formation de micro
ARN, entraine une infertilité (Messina et al., 2016). De plus, miR200 et miR155 sont connus pour
respectivement inhiber les répresseurs de GnRH, Zebl et CEBPB. Leur augmentation lors de la
minipuberté permet 'augmentation de I'expression de GnRH dans les neurones a GnRH (Messina et
al., 2016). Il serait possible que ces miARN interviennent aussi dans régulation saisonniére de la
reproduction.

= Aux genes codant pour des enzymes de modification épigénétique. En effet, Stevenson and
Prendergast, (2013) ont montré que l'’exposition a une SP entraine une diminution mélatonine-
dépendante de I'expression des ADN méthyltransférases dnmtl et dnmt3a et par conséquent une
diminution de la méthylation de I’ADN. Cette régulation de méthylation touche notamment le
promoteur de Dio3, ce qui entraine une augmentation de I'expression de Dio3. La LP ainsi que la
réactivation photoréfractaire renverse ce phénotype, entrainant une diminution de I'expression de la
Dio3. Une modification de I'empreinte épigénétique au niveau du promoteur de la Dio3 pourrait
donc étre responsable de la diminution de son d’expression lors de I'activation photopériodique et
photoréfractaire de la reproduction.

= Aux génes codant pour des régulateurs potentiels de I'expression de Dio3, notamment les
genes des facteurs de transcription capables de se lier aux courtes séquences d’ADN nécessaires aux
facteurs de transcription pour se fixer au promoteur de Dio3. Il existe 96 éléments régulateurs
potentiels dans les 5000pb précédant le codon initiateur de la transcription du géne Dio3. Une étude

ontologique par www.pantherdb.org permet de les trier en fonction de leur implication dans

certaines fonctions biologiques. Dans le promoteur du géne de Dio3, il existe des sites de liaison
pour: les récepteurs hormonaux (ER, GR, TR a, TR B); les récepteurs de I'acide rétinoique et ses
régulateurs (RARa, RARb, RXRa, RXRb, AP2); les éléments de réponse de '’AMPc (ATF, CREB1, jun,
TCF12, CRE-BP1); la voie p38 MAPK (Creb1, SRF, ELK1); les molécules de signalisation de la voie GnRH
(Nr5a1, 1d2, cFOS, Spi, Crebl, Srf, Nr3cl, Ap-1, Elk-1, Atf-3); les molécules participant a la
signalisation inflammatoire (C/EBP family, ICSBP, IRF-1, ISGF-3, NF-E2, famille NFkB, OIf-1); et des
constituants de I’'horloge circadienne (ID-1, ID-2, Nr1d1, Reverb-alpha). Parmi les familles d’intérét, la
famille de I'acide rétinoique pourrait étre étudiée en priorité, car les différents composants de la voie
de signalisation de I'acide rétinoique sont régulés photopériodiquement chez le hamster djungarien
(Ross et al., 2004, 2005) et certaines de ces molécules comme CRABP2 sont modifiés précocement

lors d’'un changement de photopériode (Ross et al., 2005).
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La mise a I'épreuve de la voie hypothétique de réactivation photopériodique de la reproduction a
permis d’apporter des informations temporelles sur la voie de réactivation, a montré que la
réactivation photopériodique et photoréfractaire partage des mécanismes similaires chez les
hamsters saisonniers et a surtout levé des questions sur le modele hypothétique proposé jusqu’a
présent.

En effet, de facon inattendue, nous avons observé que le signal TSH/Dio2 et les neuropeptides
reproducteurs Kp et RFRP3 sont activés postérieurement a I'activation de la reproduction par la
photopériode longue et le phénomene endogéene photoréfractaire. Afin d’éclaircir I'implication de
ces quatre acteurs dans la gestion saisonniére de la reproduction chez les rongeurs, il faudra
maintenant développer des systemes d’activation et d’inactivation sélectives de genes et créer des
modeles transgéniques de hamsters.

Nous avons également découvert un réle potentiel de I'inhibition précoce et conservée de la Dio3,
I’enzyme catabolisant les hormones thyroidiennes, dans les tanycytes. |l faut maintenant établir si
cette régulation est associée a des changements sensibles de T3 et T4 dans I’hypothalamus. Le cas
échéant, il faudra établir si ce phénomeéne est suffisant pour initier I'activation de la reproduction et
quels sont les facteurs (photopériodiques et endogéenes) impliqués dans cette régulation précoce de
Dio3. Nous avons porté un intérét particulier a différents candidats a l'initiation (photopériodique ou
endogeéne) de l'activité reproductrice saisonniére notamment les activateurs de la puberté et la
Chromogranine A dans la pars tuberalis, mais sans succes jusqu’ici. Notamment, la cinétique de
régulation saisonniere de la Chromograine A est similaire, bien qu’opposée, a celle de la TSHp,
suggérant qu’elle ne participe pas aux phénomeénes d’activation précoce photopériodique ou
endogéne. Chez les hamsters, nous n’observons pas une expression strictement inversée de TSHp et
de la Chromogranine A comme chez le mouton. Comme ce systéme exclusif a été poposé étre a la
base de I'horloge circannuelle dans la PT du mouton, il faudra examiner si cette régulation opposée
TSHPB/CGA existe aussi chez un rongeur possédant une horloge circannuelle, tel le hamster européen.

Finalement, nos études cinétiques proposent que la réactivation de la reproduction, mais
probablement aussi des autres fonctions saisonnieres, implique un systeme a deux voies. La
premiére voie, dépendante de I'inhibition de la Dio3, induirait I'initiation de I'activation de I’'HPG via
une augmentation des hormones thyroidiennes. La deuxieme voie, dépendante de la voie
TSH/Dio2/neuropeptides reproducteurs aurait un rdéle stabilisateur de [Iactivation de I'axe
gonadotrope. De facon remarquable, la deuxieme voie ne serait activée que lors de I'activation
photopériodique (dépendante de la mélatonine) mais pas lors de l'activation photoréfractaire
endogéne. Des études complémentaires sont maintenant nécessaires, en particulier via des analyses
transcriptomiques, afin d’identifier de nouveaux candidats potentiels a la régulation photopériodique

et photoréfractaire de la reproduction saisonniere.
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Abstract

In temperate climates, most species are submitted to pronounced annual changes in
temperature, light exposure, and food availability. Because reproduction requires large energy
expenditure, the timing of birth and weaning of offspring has evolved to coincide with a period of
maximal food availability. To achieve this, breeding activity needs to be properly timed and
synchronized with the seasons according to the species’ gestational period. Rodents with a gestation
time around 1 month breed in spring and summer (long-day breeders), while caprines, such as sheep
and goats, with several months of gestation breed in fall in order to give birth in spring (short-day
breeders). Most importantly, seasons not only control sexual behavior, but also profoundly affect the
hypothalamic—pituitary—gonadal (HPG) axis. Therefore, the study of seasonal breeding may be
viewed as a tool for investigating the central mechanisms regulating this reproductive axis,
particularly the activity of the hypothalamic neurons that secrete the gonadotrophin releasing
hormone (GnRH) in the portal blood, which, after transport to the pituitary, stimulates the secretion
of the pituitary gonadotropins, luteinizing hormone (LH) and follicule stimulating hormone (FSH).

To unveil the neuroendocrine mechanisms controlling seasonal breeding, studies have focused on
(i) the identification of the cell type(s) capable of decoding the astronomical photoperiodic message;
(ii) the detection of the central structures forwarding this message to the GnRH neurons; and (iii) the
investigation of the role of the foregoing cell types and central structures in determining the seasonal
synchronization of reproduction. Melatonin secreted by the pineal gland transduces photoperiod
into a hormonal signal, and data so far point to the pars tuberalis of the adenohypophysis as the
decoder of the melatonin message. The photoperiodic cue is then forwarded to tanycytes: highly
specialized glia with cell bodies located in the ependymal layer of the ventral aspect of the third
ventricle, which have long processes projecting either to the mediobasal hypothalamus or the
median eminence (ME) in order to regulate the local level of thyroid hormones. From there, this
photoperiodic message is distributed to the hypothalamic circuits controlling the pituitary—gonadal

axis, among which are the kisspeptin and RFamide-related peptide (RFRP) neurons (Figure 16.1).
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Figure 16.1 Current state of our understanding of the photoperiodic control of GnRH secretion.
Nightly melatonin secretion inhibits thyroid stimulating hormone (TSH) production in the pars
tuberalis. However, when nights are short (long days = long photoperiod), the melatonin inhibition of
TSH production is relieved and pars tuberalis TSH expression and secretion increase. TSH acts on the
hypothalamic tanycytes, stimulating deiodonase (DIO)2 and inhibiting DIO3 expression. Thus, the
balance between the T3-producing DIO2 and the T3-metabolizing DIO3 shifts to favor the production
of T3 from thyroxine (T4), increasing local T3 concentrations in the mediobasal hypothalamus. How
this T3 acts on the kisspeptin and RFRP neurons is currently under investigation. Long photoperiods
activate the expression of RFRP, a neuropeptide whose action on the GnRH and kisspeptin neurons is
complex. This photoperiodic signaling also affects kisspeptin neurons, which are a known activator of
GnRH secretion. Kisspeptin expression and secretion are modulated by photoperiod. Cap, capillary;

MT1, melatonin receptor subtype 1; rT3, reverse T3; TSHR, TSH receptor; 3V, third ventricle.
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1) Introduction

[TIReproduction in vertebrates relies on the activity of a cluster of a few neurons synthesizing
GnRH. These neurons are peculiar in that their cell bodies are diffusely scattered in a species-
dependent manner throughout the hypothalamus, yet are synchronized with one another.
Furthermore, many of these neurons project toward the ME, where they release GnRH in a pulsatile
manner. GNRH then activates its receptor on the pituitary gonatrophs to increase the synthesis and
release of LH and FSH, both hormones acting on the growth and activity of the gonads. A number of
factors, such as metabolic and environmental signals, can modulate GnRH neurons, and as a
consequence reproductive activity. The environmental cue allowing seasonal breeders to synchronize
their reproductive activity with season is the photoperiod, the duration of the light phase during 1
day. Annual changes in the duration of the photoperiod are a predictable astronomic parameter,
allowing reproducible tracking of the progress of the change in seasons. Since the 1960s, the pineal
hormone melatonin has been recognized in rodents, as well as other species, as the key
photoperiodic neuroendocrine messenger synchronizing HPG-axis activity with change in season
(Hoffman and Reiter, 1965). Melatonin is secreted by the pineal gland only during the night, and the
duration of secretion is proportional to the duration of the night. Thus, the duration of the nightly
melatonin peak is an internal endocrine representation of the photoperiod. Melatonin controls not
only reproduction, but also other seasonally regulated functions, such as pelage, energy balance, and
hibernation. Species are usually classified as “seasonal” or “photoperiodic” based on whether they
present a seasonal control of their reproductive activity or not. Nevertheless, species without an
overt seasonal control of reproduction can exhibit seasonal variations in other physiological
functions, such as seasonal affective disorder in humans, showing that the photoperiod integrating

mechanism may also be of importance for these “non-seasonal” or “non-photoperiodic” species.

Il) Photoperiodic changes in melatonin and the seasonal control of reproduction

a) _Classical mammalian models for the study of seasonal reproduction

Standard laboratory rodents such as rats and mice do not display seasonal changes in
reproductive activity, even when exposed to changes in day length, temperature, or food availability,
except after experimental placement of certain central nervous system (CNS) lesions or
administration of hormonal treatments.

The most common rodent used for the study of seasonal reproduction is the golden or Syrian
hamster (Mesocricetus auratus). The Syrian hamster is a long-day breeder, whose HPG axis is
inhibited by exposure to short days. Classically, this hamster is maintained under a long photoperiod
of 14 hours of light and 10 hours of dark (LD 14/10), under which it remains reproductively active
indefinitely. When exposed to a short photoperiod of 10 hours of light and 14 hours of dark
(LD 10/14), the gonads of the Syrian hamster regress over a period of 10 weeks. If this short

photoperiod is maintained longer than 20-25 weeks, the HPG axis spontaneously reactivates (Turek
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et al., 1975). This spontaneous short-day reactivation is called the “photorefractory” state. These
photorefractory animals are then “insensitive” to the short-day inhibition of the HPG axis, and need
to be re-exposed to a long photoperiod before becoming sensitive to short days again. The Syrian
hamster also undergoes hibernation in short days, particularly when exposed to low temperatures.
Some studies have also shown photoperiodic variations in the body weight of this species, but this
seems to be dependent on the laboratory or breeding colony.

The second classical rodent model for studying seasonal reproduction is the Djungarian hamster
(Phodopus sungorus), sometimes also called the Siberian hamster (Figala et al., 1973). This small
hamster is also a long-day breeder, which is commonly maintained under a long photoperiod of 16
hours of light and 8 hours of dark (LD 16/8): the maximal summer photoperiod of the natural habitat
of this hamster in the border region between Kazakhstan and Mongolia. Like the Syrian hamster, the
Djungarian hamster remains reproductively active indefinitely under long photoperiod. If exposed to
short days (classically LD 8/16), sexual quiescence develops over a period of 10-12 weeks. Again, as
with the Syrian hamster, if this short photoperiod is maintained longer than 20-25 weeks, a
spontaneous photorefractory state is triggered. Djungarian hamsters do not hibernate, but display
short episods (a few hours) of hypometabolism and hypothermia known as “diurnal torpor” during
short photoperiod. Additionally, they display a pronounced photoperiodic body-weight rhythm and
seasonal molting, resulting in a much paler (sometimes almost white) fur coat and about 30% weight
loss, in short days.

The European hamster (Cricetus cricetus) requires a special mention. Like the previous two
hamster species, this hamster is a long-day breeder, displays a pronounced seasonal body-weight
rhythm, and hibernates. However, in contrast to the other species, even if it is maintained under a
stable (long or short) photoperiod, with or without melatonin, it continues to display a circannual
rhythm of activation and inhibition of its HPG axis and metabolic activity with a period of about 10—
14 months. This endogenous rhythm is thought to be driven by a self-sustained “circannual clock,”
the location of which is still a matter of debate, although a recent study pointed to the pars tuberalis
(Sdenz de Miera et al., 2014). Photoperiod and melatonin, however, appear able to synchronize the
circannual rhythm with the seasonal variations.

Results obtained in these species have mostly been confirmed in other photoperiodic rodents,
such as voles (Microtus sp.) or the white-footed mouse (Peromyscus leucopus). Such species cannot
be obtained from commercial breeding centers, however, and there are only a few academic
breeding colonies.

The main non-rodent species in which seasonal breeding is studied is the sheep (Ovis aries). As
previously mentioned, sheep are short-day breeders, whose HPG axis is activated by short days in
fall. They also display photorefractory mechanisms and have a circannual clock mechanism
maintaining rhythmic activation and inhibition of the HPG axis even when maintained in a stable

photoperiod.
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b) Effect on seasonal physiology of the duration of the nightly pineal melatonin peak

In almost all mammals studied to date, the duration of the nightly melatonin peak is directly
proportional to the duration of the night phase (Arendt et al., 1995), and pinealectomy results in the
loss of all seasonal variations of physiology — with the notable exception of circannual species, which
become out of phase with the seasonal changes. This has led to the hypothesis that the duration of
the nocturnal peak of melatonin is the endocrine driving factor for seasonal changes in physiology.

This hypothesis has been confirmed using several approaches. The most informative have been
peripheral (subcutaneous or intraperitoneal) melatonin injections and the “timed infusion paradigm”
(extensively reviewed in Bartness et al., 1993). In these procedures, animals, both intact and
pinealectomized, are exposed to either melatonin injections or infusions during certain periods of the
circadian cycle. The key conclusions of this approach are as follows:

1. [LN]The duration of the melatonin peaks determines the photoperiodic response. Long
melatonin peaks trigger short-day responses. Most interestingly for experimental studies of
photoperiodic reproduction, subcutaneous melatonin injections in intact animals exposed to long
photoperiods can trigger short-day responses if they are delivered close enough to the endogenous
melatonin peak, either in the late afternoon or in the early morning. Indeed, subcutaneous bolus
melatonin injections lead to a steep peak of melatonin followed by a steep drop, and then a slower
decrease in melatonin concentration. Thus, late-afternoon injections of melatonin easily trigger
short-day responses, because this trailing exogenous melatonin “fuses” with the endogenous
melatonin peak to generate a long, night-like melatonin peak. Early-morning injections have to be
delivered before the endogenous melatonin peak drops to basal levels, otherwise they are
ineffective. Melatonin inhibition by light pulses as short as 1 second in the middle of a long night is
sufficient to block short-day responses. Thus, the protocol of choice for simulating a short-day
melatonin peak in animals exposed to a long photoperiod is a daily late-afternoon peripheral
injection of melatonin.

2. ltis clearly the duration of the melatonin peak and not the total dose of melatonin delivered
that triggers short-day responses: an identical total dose of melatonin triggers short-day responses
when delivered over a period of 8-10 hours and long-day responses when delivered over only 4-5
hours.

3. The circadian phase of delivery of a long melatonin peak is irrelevant. In pinealectomized
animals, a long melatonin peak delivered during the light or the dark phase triggers the same short-
day phenotype.

4. Pinealectomy can have different responses according to species. In the Syrian hamster,
pinealectomy results in a long-day phenotype (sexual competence) whether the animals have been
maintained in long or short photoperiod and whether they are maintained in long or short
photoperiod following pinealoectomy. Thus, in this species, the long-day phenotype is the “default”

phenotype. In the sibling species, the Turkish hamster (Mesocricetus brandti), the same procedure
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results in sexual quiescence whatever the phenotype at pinealectomy and whatever the photoperiod
following pinealectomy, indicating the “default” is a short-day phenotype. Finally, in the Djungarian
hamster, pinealectomy prevents transition from the phenotype at the time of surgery. Animals with a
long-day phenotype remain sexually competent, whether maintained in long days or transferred to
short days. Short-day animals remain sexually quiescent, whether maintained in short days or
transferred to long days. Thus, in this species, the pineal gland and the melatonin peak are probably
only required during the transition from one photoperiod to another. Pinealectomy obviously

eliminates the melatonin rhythm, but its outcome is species-specific.

c) Melatonin sites of action for the seasonal control of reproduction

i) Melatonin receptors

In mammals, two bona fide receptors for melatonin have been identified, both by their nucleotide
sequence and by their pharmacological profiles in isolated cell lines (Jockers et al., 2016). They are
named melatonin receptor subtype 1 and 2 (MT1 and MT2), and are encoded respectively by the
MtnrlA and MtnriB genes. Both are G protein-coupled receptors (GPRs) and signal mostly through
inhibition of cyclic adenosine-3’,5'monophosphate (cAMP) levels, as well as inhibition of cyclic
guanosine monophosphate (cGMP) levels for the MT2 receptor, and through the phospholipase C
pathway. Although both genes are present in all mammals analyzed to date, MtnriB contains
premature stop codons in the Djungarian hamster, the Campbell’s desert hamster (Phodopus
campbelli) and the Syrian hamster (Weaver et al., 1996). The fact that all these species display a full
range of seasonal physiology driven by melatonin shows that the MT1 receptor is necessary and
sufficient to drive photoperiodic physiology.

The gold standard for the study of melatonin receptor localization, especially in the brain and the
pituitary gland, remains the detection of melatonin binding sites using '?°l-iodomelatonin as ligand
(Figure 16.2A) (Vanécek et al., 1987). This technique, however, does not allow for the phenotyping of
cells expressing melatonin receptors. lodomelatonin is a ligand for both MT1 and MT2 receptors, but
on mouse brain tissue sections, ?°l-iodomelatonin disappears completely in Mtnri1A knockout (KO)

mice, although Mtnr1B expression in the brain has been proven by polymerase chain reaction (PCR).
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Figure 16.2 Melatonin receptor subtype 1 (MT1) in the pars tuberalis. A) ***l-iodomelatonin
binding in the rat hypothalamus. The thin layer of pars tuberalis cells located directly below the ME
is the only region displaying ?°l-iodomelatonin. Note the selectivity and the strength of this signal. B)
Radioactive in situ hybridization (ISH) for the mRNA encoding MT1. The radioactive signal is detected
in the same area as the *’l-iodomelatonin binding. C) Nonradioactive ISH for the mRNA encoding
MT1. Nonradioactive ISH allows a more precise localization of the mRNA for MT1. D) At higher
magnification, nonradioactive ISH for MT1 allows the visualization of individual cells expressing this
mMRNA. E) Nonradioactive ISH for MT1 can be combined with immunocytochemical detection of beta
thyroid stimulating hormone (TSH) to demonstrate the colocalization of both signals in the same cells
(European hamster, Cricetus cricetus pars tuberalis). * indicates a TSH-positive cell that does not
appear to co-express the MT1 receptor. There are no MT1-positive cells that do not co-express TSH.
F) Co-detection of MT1 (nonradioactive ISH) and beta LH (immunocytochemistry) shows that pars
tuberalis gonadotropes do not express MT1 (European hamster, Cricetus cricetus pars tuberalis). 3V,
third ventricle; me, median eminence; cap, capillary. Scale bars = 1 mm (A,B), 100 um (C), 25 um (D),

10 pm (E,F).

The identification of the melatonin target cells has been hampered for more than 20 years,
because no reliable antibodies for immunocytochemical detection are available. Indeed, GPRs are
the largest family of vertebrate membrane proteins, and are thus highly susceptible to cross-
reactions. Some studies claim to have detected melatonin receptors using antibodies, but most fail to

assess the specificity of these antibodies beyond reasonable doubt. The classical peptide-blocking
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test does not prove specificity of the observed labeling, as this test fails to detect cross-reaction.
Western blotting does not prove specificity of antisera in immunocytochemistry, because of the
different pretreatments of the two techniques. Furthermore, even minor protein bands in Western
blotting can produce significant labeling in immunocytochemistry. Finally, many small molecules that
can be detected immunocytochemically are not separated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE), and exit the gel before transfer. To date, no anti-melatonin receptor
antibody complies with the stringent specificity controls suggested by Bordeaux et al. (2010).

In the absence of reliable melatonin receptor antibodies, melatonin receptor expression can be
assessed by in situ hybridization (ISH). However, with the exception of the pars tuberalis of the
adenohypophysis (Figure 16.2), this approach has not provided cellular localization or phenotyping of
melatonin receptor-expressing cells. Nevertheless, radioactive ISH has been used extensively to study
the changes in melatonin receptor expression in response to various stimuli, including photoperiodic
changes.

lodomelatonin binding studies have revealed a great diversity of melatonin binding sites in the
brain of photoperiodic mammalian species (Masson-Pévet et al., 1994). Although melatonin binding
sites have been detected in several species in the regions where GnRH neurons are located, no study
has pointed to these melatonin receptors being located directly on GnRH neurons, indicating that
melatonin does not act directly on GnRH neurons in the photoperiodic control of the HPG axis.
Similarly, melatonin binding has not been detected in the adult pars distalis of the adenohypophysis,
excluding a direct action of melatonin on pituitary gonadotropes (Johnston et al., 2007)

Melatonin binding sites in the brain have also been evaluated using lesions, in order to see
whether these sites might be involved in the reception of the photoperiodic melatonin signal
(Bartness et al., 1993; Maywood et al., 1996). Many of these lesions interfered with the perception of
the photoperiodic melatonin signal, but they may simply have affected a structure that was involved
in the transmission of photoperiodic information in the brain. Therefore, most studies using this
method appear inconclusive concerning the identity of the master detection system for the
photoperiodic melatonin signal. Similar caveats also affect studies trying to determine the site of
action of melatonin using either melatonin microimplants (Malpaux et al., 1998) or local infusion of
melatonin (Bartness et al., 1993), because they also result in local trauma of the brain tissue.

To date, one anatomical site, the pars tuberalis of the adenohypophysis, has been found to
express a high density of melatonin receptors in all seasonal species (Figure 16.2). Moreover, the
density of melatonin receptors in this structure varies with season, clearly pointing to the pars
tuberalis as the main candidate for the reception of the photoperiodic signal. The high levels of
melatonin receptor in the pars tuberalis have also allowed for the identification of these receptors as
the MT1 subtype, and further examination of the localization of MtnrlA transcripts by
nonradioactive ISH revealed expression of the receptor in the small “specific cells of the pars

tuberalis” (Figure 16.2C,D). Similar attempts to identify and localize Mtnr1A or MtnrlB expression by

218



nonradioactive ISH in other locations of iodomelatonin binding have remained either unsuccessful or
inconclusive. The anatomical location of the pars tuberalis does not allow for functional lesion
studies, however, because any lesion to this tissue will likely interfere with the working of the

hypothalamic—pituitary tract.

ii)  The pars tuberalis of the adenohypophysis

The pars tuberalis of the adenohypophysis is a thin layer of cells of the rostral adenohypophysis
surrounding the pituitary stalk, and contains the highest levels of iodomelatonin binding sites in the
mammalian body. It is composed of two types of endocrine cell: the specific cells of the pars tuberalis
and, in smaller number, the typical pars distalis endocrine cells. Folliculo-stellate cells are also
present. Some of the specific cells of the pars tuberalis can be found along the rostro-ventral part of
the pars distalis, in an area called the zona tuberalis. The specific cells of the pars tuberalis have long
been known to produce thyroid stimulating hormone (TSH) (Figure 16.2E). MT1 receptors are only
found in the specific cells of the pars tuberalis (Klosen et al., 2002), where they display melatonin-
dependent changes according to the time of the day (i.e., low levels of receptor at night, when
melatonin is elevated), and this relationship leads to seasonal changes in receptor, with low levels in
short photoperiod (Masson-Pévet et al., 2000). The pars tuberalis cells also express clock genes with
a diurnal rhythm specifically driven by the day/night variation in melatonin levels and directly
dependent on the expression of the MT1 receptor (von Gall et al., 2002).

Photoperiodic variation in melatonin induces seasonal changes in the ultrastructure of the specific
cells of the pars tuberalis (Wittkowski et al., 1984; Bockers et al., 1995), as well as in their expression
of TSH (Dardente et al., 2003, 2010). Thus, the long nocturnal peak of melatonin in short photoperiod
strongly inhibits TSH synthesis through a dampening of eyes absent 3 (EYA3), a coactivator that
synergizes with the thyrotroph embryonic factor (TEF) to maximize Tsh gene expression (Dardente et
al., 2010). Conversely, in long photoperiod, the short peak of melatonin does not inhibit Eya3
expression, which allows for full co-activatation of Tsh expression.

Thus, the pars tuberalis appears as a melatonin-dependent time giver, with photoperiodically
driven expression of TSH: minimal TSH expression and synthesis in short days and high TSH expression
and synthesis in long days. The target of this pars tuberalis-secreted TSH remained a mystery until
2008, when TSH receptor expression was described in the tanycytes, very specialized glial cells
bordering the third ventricle in the mediobasal hypothalamus (see Section 16.3) (Hanon et al., 2008).
TSH receptor activation in tanycytes leads to an increase in deiodinase 2 (DIO2) expression, and a
reduction in DIO3 expression. As DIO2 converts the prohormone T4 into its active form T3, and DIO3
metabolizes T4 and T3 into inactive compounds, this TSH-induced regulation of tanycytic DIO2/3
leads to higher T3 levels in the basal hypothalamus in long as compared to short photoperiod. The
functional significance of this photoperiodic TSH secretion by the pars tuberalis was demonstrated by

central TSH infusions in Djungarian and Syrian hamsters adapted to short photoperiod (with low

219



endogenous TSH). Even though these animals were photoinhibited, the intracerebroventricular
infusions of exogenous TSH were able to fully reactivate the HPG axis, as assessed by testis size and
testosterone production (Klosen et al., 2013).

MT1 receptor and TSH are the key elements of photoperiodic decoding at the pars tuberalis.
Strikingly, this decoding system is conserved among all seasonal breeders, since TSH expression and
the DIO2/DIO3 ratio are higher in long as compared to short photoperiod, whether animals are long-
or short-day breeders. Thus, in long photoperiod, there is an increased hypothalamic T3
concentration, and this may activate the HPG axis of long-day breeders and inhibit this axis of short-
day breeders. Therefore, the divergence in the pathway mediating seasonal effects on the HPG axis
in long- and short-day breeders must be located downstream of the central T3 signaling (see Sections

16.3 and 16.4).

d) GnRH neurons and photoperiod

One of the main features of photoperiodic inhibition of the HPG axis is low GnRH pulsatility, as
analyzed in large species such as sheep, with consequently very low levels of the gonadotropins LH
and FSH (Turek et al., 1975; Viguie et al., 1995). Yet, the pituitary of photoinhibited animals is able to
respond to exogenous GnRH stimulation with increased secretion of gonadotropins both in vivo and
in vitro (Lincoln and Wu, 1991).

Although the pulsatility of GnRH secretion is reduced, immunostaining studies of GnRH neurons in
photoperiodic species usually fail to demonstrate a photoperiodic difference in the number of GnRH
neurons. Other studies show a slight increase in the number of GnRH neurons or in the size of
immunostained GnRH neurons, but only in short days at reproductive quiescence. Quantitative
immunoassay (radioimmunoassay, RIA; enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) studies usually
show an increase in the hypothalamic GnRH content at reproductive quiescence (Bernard et al.,
1999). GnRH mRNA does not seem to display an overt photoperiodic difference in Syrian hamsters.
Thus, this increase in hypothalamic GnRH content has been interpreted as an accumulation of
nonsecreted peptide rather than an increase in GnRH production. In time-course studies in which
Djungarian hamsters are transferred from short to long days to trigger photoreactivation of the HPG
axis, a transient increase in the number of immunoreactive and mRNA-positive GhnRH neurons can be
observed after around 2 days (Porkka-Heiskanen et al., 1997; Bernard et al.,, 1999). Thus, GnRH
neurons might change their steady-state production of GnRH between the sexually active and the
reproductively quiescent state. In the reproductively quiescent state, GnRH neurons remain able to
respond to upstream stimuli by secreting physiologically relevant amounts of GnRH. For example,
peripheral or central injections of N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) in reproductively quiescent
hamsters and sheep are able to elicit release of GnRH, demonstrating that photoperiod does not
affect the GnRH neuron’s ability to respond to upstream stimuli (Lincoln and Wu, 1991; Viguie et al.,

1995).
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Electron microscopy shows photoperiodic changes of the synaptic inputs on GnRH neurons of
sheep. In the breeding season, GnRH neurons receive about twice as many inputs as during
reproductive quiescence. Using confocal microscopy, Sergeeva and Jansen (2009) showed that during
the breeding season, the glutamatergic input on to GnRH neurons is increased, while gamma-
aminobutyric acid (GABA)-ergic input is reduced. This results in a major change in the excitatory—
inhibitory balance of the GnRH neurons’ input. This seasonal structural plasticity of the GnRH
neurons’ input might be controlled or modulated by the expression of the polysialated form of the
neuronal cell adhesion molecule PSA-NCAM (Chalivoix et al., 2013). These structural changes in the
GnRH neurons’ input are also reminiscent of the plastic changes on and around GnRH neurons during
puberty, as described by Cottrell et al. (2006) in the mouse.

Thus, GNRH neurons themselves appear to be modulated by photoperiod, but are clearly not the
key direct target of photoperiodic regulation. They remain responsive to upstream stimuli and are
able to stimulate the HPG axis even at reproductive quiescence. A similar situation can be observed
downstream of the GnRH neurons, along the HPG axis. Thus, the key regulatory sites for the
photoperiodic control of the HPG axis must be located upstream of the GnRH neurons and

downstream of the pars tuberalis.

lll) Methods for the analysis of seasonal changes in the hypothalamus

The hypothalamus and the pars tuberalis are key regulators of the reproductive axis. Thus,
differences should appear in these structures between the seasonally induced sexually active and
inactive states, as well as during the transitions between these states. In order to compare these
different hypothalamic states, several molecular, cellular, and histological approaches have been
used to visualize structural and transcriptional differences across seasons or photoperiodic

conditions.

a) Microarrays: a technigue to identify potential candidate genes

The mammalian genome contains between 20 000 and 30 000 genes, but only a fraction of these
are actively expressed as mRNA to produce a specific phenotype (the transcriptome). The
development of DNA microarray technology in the mid 1990s allowed for the first time the
simultaneous comparison of the transcriptome under different conditions. The advantage of this
approach was the ability to find differentially regulated candidate genes without prior bias and by
scanning a wide spectrum of transcripts. After bio-informatic analysis, these candidate genes are
organized into functional groups, allowing the highlighting of different signaling pathways, or a group
of genes with a similar function; this will require further study in order to better elucidate the
physiological mechanism. Microarray technology uses DNA chips segmented into squares, each of
which contains multiple identical cDNA fragments, each representing a specific gene. A DNA chip can

contain more than 15 000 elements, printed in duplicate so as to detect false positives. The sample of
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interest can be RNA extracts of cell cultures or tissues that have been subjected to different
physiological conditions. Messenger RNA, extracted from cells or tissues, is converted to cDNA by
reverse transcription using polyT primers, together with different fluorescently labeled nucleotides
(Cy3 or Cy5) incorporated for each condition. The same amount of cDNA is then hybridized
simultaneously on the same DNA chip, and the Cy5 and Cy3 fluorescence intensity for each spot is
determined by a laser scanner. Comparing the Cy3/Cy5 fluorescence ratio then reveals differences in

MRNA expression for all the genes contained in the DNA chip (Figure 16.3).
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Mediobasal Retrotranscription on the DNA chip containing representative cDNA Analysis
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Figure 16.3 Microarray technology. First, the mediobasal hypothalamus is dissected from two
groups of Japanese quail: a short photoperiod (LD 8/16)- and a long photoperiod (LD 20/4)-housed
group. RNA is then extracted and reverse transcribed to cDNA. During the reverse transcription, a
different fluorescent label is used for the deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) that are
incorporated for each sample. Both samples are hybridized together on a microarray chip.
Fluorescence intensities are measured by a laser and analyzed by computer.

This approach allowed the discovery of several significant factors involved in the seasonal
regulation of GNRH neurons. Nakao et al. (2008) used chicken microarrays to analyze transcriptional
changes in the hypothalamus and pars tuberalis of Japanese quail, a well-known avian model of
seasonality, during the first day of transfer from a photoinhibitory short photoperiod to a
photostimulating long photoperiod. After 4 weeks in short photoperiod (LD 8/16), male quails were
switched to long photoperiod (LD 20/4); six animals were killed every 4 hours starting 24 hours
before and continuing up to 2 days after the transition. Nakao et al. (2008) identified 77 genes as
long day-induced genes (Figure 1b and Supplementary Table 1 in Nakao et al., 2008), segregated in
two waves, at 14 and 18 hours after the last long night (Figure 1a in Nakao et al., 2008): the first
wave comprised only the two genes Tsh and Eya3, the second wave a cluster of genes, including an
increase in Dio2 and a decrease in Dio3.

Microarray analysis and the now more widely used RNAseq are powerful technique for identifying
candidate genes through differential expression. However, they do not provide information as to the
precise anatomical location or the cell type where this change occurs. Thus, the functional role of

222



these candidate genes needs to be further evaluated using complementary techniques. Moreover,
other changes related to post-transcriptional, post-translational (protein activation/inactivation), or

structural/plasticity mechanisms are also not revealed by these techniques.

b) Methods for studying the cellular localization of gene expression

In order to better identify the cell types that display seasonnaly regulated genes, especially in the
heterogenous hypothalamus, it is critical to use appropriate neuroanatomical tools.

Transcript location can be accomplished by ISH (Figure 16.4). This technique uses DNA or RNA
probes, complementary to the sequence of the mRNA to be detected, labeled by incorporation of
nucleotides tagged either by radioactive isotopes (radioactive ISH) or by haptens such as digoxigenin,
fluorescein, or biotin (nonradioactive ISH). After hybridization, the radioactive tracer is detected by
autoradiography and the nonradioactive haptens are detected by immunocytochemistry. Radioactive
ISH mostly uses 35S or 33P as radioactive tracer. These tracers can be visualized by exposing the
tissue sections to a radiographic film, which will reveal the regional localization of the transcripts. For
cellular localization, a photographic emulsion is applied directly on to the sections and, after a given
exposure time, developed like a photographic film. This results in the formation of black-silver grains
in the proximity of the source of the radioactive isotopes. Radioactive ISH is very sensitive, and thus
allows for precise quantization of the signal intensity, but it does not give a precise cellular
localization of the signal. A coupling with immunohistochemistry (IHC) can compensate for this lack
of spatial resolution, giving information about the phenotype of stained cells. Nonradioactive ISH
allows a very precise localization of the target transcripts, potentially down to the ultrastructural
level. Furthermore, nonradioactive ISH can help phenotyping of the target cells using either double
nonradioactive ISH or a combination of nonradioactive ISH and immunocytochemistry. With
fluorescent labels, nonradioactive ISH is also accessible to confocal microscopic analysis. Finally,
although the dynamic range of nonradioactive ISH is relatively limited, enzymatic and fluorescent
signals generated by the technique can be reliably evaluated semi-quantitatively by image analysis

(Hill et al., 1993).
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Figure 16.4 Nonradioactive in situ hybridization (ISH). DNA or RNA probes complementary to
specific mMRNA are hybridized to the target mRNA (Dio2 mRNA). The probe is labeled by a hapten,
digoxygenin (fluorescein or biotin may also be used), which is detected by immunohistochemistry
(IHC) using a one-step procedure with an anti-hapten antibody labeled with alkaline phosphatase.
Nitro blue tetrazolium (NBT) and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP) are the substrates for
the chromogenic detection of alkaline phosphatase activity. LP, long photoperiod; SP, short

photoperiod.

ISH and microarrays measure mRNA levels, but proteins are the active metabolic player. Protein
level is regulated by translation/degradation, and protein activity can be further modulated by post-
translational modifications such as phosphorylation. Therefore, ISH should be complemented by the
detection of corresponding protein using immunocytochemistry.

ISH has been used to identify a number of hypothalamic and pituitary genes implicated in
seasonal regulation. Starting in 2006, we used it to reveal the role of three genes in the
photoperiodic regulation of reproduction in rodents. We first reported that expression of Dio2,
previously identified in birds as a key photoperiodic responder (Yoshimura et al., 2003), is expressed
specifically in hamster tanycytes (Figure 16.4). Dio2 is markedly downregulated in short photoperiod
(Revel et al., 2006a) as a consequence of the inhibition of pars tuberalis Tshp expression by the long
nightly melatonin peak (see earlier).

We also discovered that the gene encoding for kisspeptin (Kiss1), a novel neuropeptide identified
as major regulator of puberty in mice and humans (Seminara et al., 2003), is also regulated by
photoperiod in the arcuate nucleus of the Syrian hamster. Indeed, we determined that arcuate
kisspeptin mRNA expression is reduced in short photoperiod in a melatonin-dependant manner, and
that this inhibition is further modulated by the seasonal variation in circulating sex steroids (Revel et
al., 2006b). Using immunocytochemistry to verify whether the changes in kisspeptin mRNA
translated into changes at the peptide level, we noticed cell-body immunostaining outside of the

arcuate nucleus in areas devoid of kisspeptin mRNA. We concluded that this staining was most
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probably due to a cross-reaction of this antiserum with a kisspeptin-related molecule. Since
kisspeptin belongs to a large family of RFamide peptides with closely related amino acid sequences,
we hypothesized that the antibody was recognizing another RFamide peptide. Strikingly, using ISH,
we were able to show that this immunoreactive signal was caused by the presence of another
RFamide peptide, previously reported to regulate reproductive activity in birds: gonadotropin
inhibitory hormone (GnlH), also known as RFRP-3 (Revel et al., 2008). Furthermore, we found that
the level of RFRP mRNA, like that of Kiss1, is strongly inhibited by short photoperiod in a melatonin-
dependent manner in the Syrian hamster (Revel et al., 2008). In all these studies, the use of ISH
allowed for the detection of photoperiodic changes in gene expression, as well as the cellular
location of the transcripts: tanycytes in the ventral wall of the third ventricle in the hypothalamus for
Dio2, neurons in the arcuate nucleus for Kiss1 and extended groups of neurons located between the
dorsomedial and the ventromedial nucleus, and above the dorsomedial nucleus for RFRP.
Additionally, other mechanisms must be involved in the long-term photoperiodic modulation of
neuronal and glial activities in the brain of seasonal species. Thus, photoperiodic plasticity in the

neuroglial interaction with the GnRH neurons may be part of the seasonal regulation of the HPG axis.

c) Investigation of seasonal plasticity in tanycytes and cytogenesis by IHC and electron

microscopy

In the last 2 decades, our view of the role of glial cells has shifted from seeing them as simple
structural support cells to considering them integral elements of neuronal communication and the
function of neuronal networks. A particular role of glial cells in the regulation of the gonadotropic
axis was first demonstrated in puberty and during the preovulatory LH surge (Prevot et al., 2010), but
earlier data indicate that they are also involved in the seasonal control of reproduction (Yamamura et
al., 2004). Astrocytes cover the cell body and dendrites of GnRH neurons, while the axonal terminals
in the ME are surrounded by the endfeet of tanycytes. Modifications of the glial coverage of GnRH
neurons coincide with changes in neuronal communication and in neuronal interaction with the
environement (Witkin et al., 1991). Cashion et al. (2003) showed that, in female rats, during the
morning of proestrus and before the initiation of the LH surge, the cell surface area of astrocytes in
close apposition to GnRH neurons decreases. This is probably due to rising estradiol concentrations.
Indeed, Witkin et al. (1991) also showed, in rhesus monkeys, that ovariectomy (OVX) increased the
density of glial processes apposed to GnRH perikarya, while estrogen supplementation reduced this
glial covering. These findings led to the conclusion that astroglial plastic changes, together with
synaptic remodeling, could change GnRH neuron exitability (Garcia-Segura et al., 2008). At the GnRH
axon terminal at the neuro-hemal junction, estradiol also induces a shrinkage of the tanycyte endfeet
surrounding the GnRH terminals, thereby facilitating and potentiating the release of GnRH by these

structures into the portal blood vessels (Prevot et al., 1999, 2010).
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A similar plasticity also exists in the seasonal control of GnRH neuron activity, but this has been
much less studied to date. This seasonal plasticity has been analyzed in two aspects: changes in cell
shape and the expression of plasticity-related molecules. Detailed analysis of the structural
interaction between neurons and glial cells requires the use of transmission electron microscopy
(TEM) to visualize fine details such as synaptic contacts. In order to identify certain cellular elements
of interest, immunoelectron microscopy can be used, whereby an antibody against a protein
selectively present in certain structures (e.g., GnRH in GnRH terminals) can identify these structures.
If a suitable cellular marker protein that fully fills the cells of interest is available,
immunocytochemistry with a fluorescent-labeled antibody can be used, analyzed by confocal
microscopy. For observation in electron microscopy, the peroxidase substrate diaminobenzidine
(DAB) becomes electron-dense upon postfixation, which allows for the visualization of the DAB
precipitate at the ultrastructural level.

Yamamura et al. (2004) have examined the ultrastructure of the ME and the shapes of tanycytes
and GnRH terminals in Japanese quails kept in either short photoperiod (LD 8/16) for 2—3 weeks or
long photoperiod (LD 16/8). Using immunoelectron microscopy, they showed that the distance
between GnRH axon terminals and the basal lamina of the ME was less in long (2.30+0.16 um)
versus short (2.91 £ 0.16 um) day-adapted birds (Figure 2A in Yamamura et al., 2004). They also
showed that the proportion of GnRH nerve terminals localized within 1 um of the basal lamina was
larger in birds adapted in long photoperiod and that, conversely, the endfeet of the glial processes
made more physical contacts with basal lamina in short (84.0 +2.98%) versus long (63.9 £ 3.82%)
photoperiod. It has been hypothesized that in short photoperiod, tanycytes create a barrier between
GnRH nerve terminals and the neuro-hemal junction, which could help reduce GnRH release into the
portal blood.

Plastic changes in cell shape are dependent on the cytoskeleton and cell-adhesion molecules that
“stick” cells either together or to the extracellular matrix (ECM). Thus, the expression and localization
of such plasticity-related proteins can be used to visualize and analyze neuronal and neuroglial
plasticity. One of the cell-to-cell adhesion molecules involved in neuronal and glial plasticity is
neuronal cell adhesion molecule (NCAM), a member of the immunoglobulin family. The adhesion
generated by NCAM stabilizes cell interactions and cell shape. In order to allow changes in cellular
shape and mobility, the NCAM interaction can be post-translationally reduced by the addition of
polysialic acid (PSA). This polysialated form of NCAM (PSA-NCAM) is known to be involved in almost
all forms of neuronal and neuroglial plasticity studied to date (Hildebrandt et al., 2010). In order to
study both the expression of NCAM and PSA-NCAM and the shape of NCAM- and PSA-NCAM-
expressing cells, immunocytochemistry is, again, the tool of choice. Bolborea et al. (2011)
investigated the foregoing parameters in tanycytes of Djungarian hamsters housed in either short
(LD 8/16) or long (LD 16/8) photoperiod. They used the expression of the intermediate filament

vimentin to visualize the shapes of tanycytes and the extent of their processes, and the expression of
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NCAM and PSA-NCAM in these cells as a marker of plasticity. They reported that exposure to a short
photoperiod induced a decrease in the staining of vimentin, NCAM, and PSA-NCAM quite selectively
in tanycyte cell bodies and processes (Figures 3A and 4G—J in Bolborea et al., 2011). These findings
may reflect a reduced ability of tanycytes in short photoperiod to participate in the neuroglial plastic
changes posited to be required for hypophysiotropic hormone release. In conclusion, tanycytes
appear to be major actors in the seasonal ultrastructural changes within the mediobasal
hypothalamus.

Additionally, tanycytes, as well as parenchymal cells of the hypothalamus, can generate new
neurons in an adult brain (Robins et al., 2013), raising the possibility that seasonal regulation of the
gonadotropic axis might involve neurogenesis. Most neurons are generated during development, but
there are several neurogenic niches that are able to generate new neurons even in the adult brain.
These neurogenic precursors can also generate astrocytes and oligodendrocytes. The main
neurogenic niches are located in the hippocampal dentate gyrus, the subventricular zone, and the
hypothalamus. In the hypothalamus, the neurogenic progenitors are the alpha 2 tanycytes
(Rodriguez et al., 2005).

During neurogenesis, the process of DNA replication can be used to detect the newly generated
cells through incorporation of a labeled nucleotide into newly replicated DNA. The nucleotide can be
labeled with either radioactive tritiated thymidine (3H-thymidine) or the nonradioactive thymidine
analog, 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU). Historically, 3H-thymidine was the first marker used to
detect neurogenesis in the adult brain. However, because the detection of radioactivity from 3H
using emulsion autoradiography requires long exposure times, in addition to the poor resolution of
the signal, this technique was replaced by the immundetection of BrdU. BrdU-positive cells can also
be further identified by double-label immunocytochemistry, using markers either for neurons,
astrocytes, or other glial cells. As many newly generated cells die quite quickly, and not all newly
generated neurons survive and integrate into the adult network, more recently researchers have
shifted to other early markers of neuronal differentiation, such as the microtubule-associated protein
doublecortin, to label newly generated neurons, which does not require injection of a labeled
nucleotide (Brown et al., 2003). Furthermore, doublecortin is neuron-specific, so a second marker is
not required to identify the newly generated cells.

Migaud et al. (2011) used BrdU to detect adult neurogenesis in the hypothalamus of sheep in a
seasonal context. One group of sheep was injected with BrdU in July (long photoperiod, sexual
quiescence) and another was injected in December (short photoperiod, sexually active). The animals
were euthanized 24 hours after injection and processed for immunocytochemical detection of the
BrdU. The number of BrdU-positive nuclei in the hypothalamus was higher in short than in long
photoperiod, but no photoperiodic difference was seen in the ME. In the pars tuberalis, on the other
hand, the proliferation of progenitors was higher in long than in short photoperiod (Figure 2 in

Migaud et al., 2011). In the subventricular neurogenic niche, Migaud et al. (2011) did not detect any
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seasonal changes in proliferative activity, indicating that the hypothalamic changes they observed
were region-specific. They then identified the BrdU-positive cells using either NeuN as a neuronal
marker or glial fibrillary acidic protein (GFAP) as an astrocytic marker. In the hypothalamus, 16.7% of
the BrdU-positive cells were also NeuN-positive, indicating newly generated neurons, and about 70%
were astrocytes.

In conclusion, these approaches show that the effects of photoperiodic changes on the
hypothalamus and pars tuberalis are manifold. Transcriptomic analysis by microarrays has identified
candidate genes, whose changes were then confirmed by ISH. ISH and IHC can also add information
about the location and the identity of the cells displaying these seasonal changes. Altogether, these
approaches have identified the pars tuberalis TSH cells as a primary target of melatonin regulation by
the co-expression of the MT1 receptor, and have led to the identification of Eya3 as a key element in
the photoperiodic regulation of the pars tuberalis. They have also helped in identifying tanycytes,
which express DIO2 and DIO3, as the target of the photoperiodically regulated pars tuberalis TSH.
Furthermore, a combination of ISH and immunocytochemistry has disclosed photoperiodic changes
in the expression of two key neuropeptides for the regulation of the HPG axis: kisspeptin and RFRP.
Finally, electron microscopic and immunocytochemical analyses of synaptic and neuroglial plasticity
have shown how photoperiod affects the way the cells regulating the gonadotropic axis interact, and
how these interactions are modulated by photoperiod. There is evidence that some of these
neurochemical and plastic changes might be driven by the local variations in the active form of
thyroid hormone (T3), whose role might extend beyond the control of the HPG axis to that of
metabolism and food intake.

IV) Pharmacological approaches to the study of the regulation of seasonal reproduction

The discovery that a number of seasonal species display large photoperiodic, melatonin-driven
variations in the hypothalamic content of the RFamide peptides kisspeptin and RFRP-3 led to the
hypothesis that photoperiodic variations in either or both of these neuropeptides may drive seasonal
reproduction. Confirmation of this hypothesis cannot arise from classical genetic approaches, where
selective genes encoding peptides or receptors are mutated in seasonal species. Seasonal rodents
are still poor genetic models, so we have to rely on in vivo pharmacological approaches. In vivo
pharmacology has the advantage, over genetic analysis, of avoiding developmental compensatory
phenomena, but it may suffer from poor selectivity, off-target effects, and metabolic degradation of
pharmacological agents. Therefore, such investigations must be conducted rigorously and include the
establishment of proper dose-response curves, the use of selective agonists or antagonists when
available, the comparative analysis of the drug’s effects with the anatomical distribution of its

receptor, and, whenever possible, similar studies among different seasonal species.
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a) Pharmacological investigation of long- and short-term effects of kisspeptins on reproductive

activity

Kisspeptins are a family of structurally related peptides encoded by the Kissl gene that act
through binding to the GPR kisspeptin receptor 1 (KISS1R) (formerly named GRP54). Different
kisspeptins are derived from differential proteolytic processing of a 145-amino-acide precursor:
kisspeptin-54/52, kisspeptin-14, kisspeptin-13, and kisspeptin-10, all with the same conserved 10-
amino-acid terminus (YNWNSFGLRY/F). Kisspeptins were originally reported as metastasis
suppressors (and, as such, kisspeptin-54 was previously called “metastatin”), until the discovery that
rodents and humans with a loss-of-function mutation in Kiss1R fail to enter puberty and remain
infertile throughout adulthood (de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003). Since this seminal
finding, research on kisspeptins has mostly focused on their role in reproduction.

Kisspeptins bind selectively and with a high affinity to the same KISS1R, with a half-maximal
effective concentration (EC50) for kisspeptin-10 of around 2.5 nM on cell lines stably transfected with
KISS1R and on GnRH neurons in situ. A number of studies have reported that a single central or
peripheral injection of kisspeptin (either kisspeptin-54 or kisspeptin-10) activates most GnRH
neurons and increases the release of gonadotropin and sex hormones. Intracerebroventricular
infusion of kisspeptin-10 in the male rat induced a large increase in LH, FSH, and testosterone
release, with an EC50 of 0.1-0.3 nmol/5 pL (Thompson et al., 2004). This potent stimulatory effect is
in line with the presence of KISS1R in GNRH neurons and the inhibition of the kisspeptin-induced LH
release by a GnRH receptor antagonist. Similar potent effects of single kisspeptin injections to
stimulate gonadotropins and sex steroids have been reported in seasonal species such as Syrian and

Siberian hamsters and sheep (Figure 16.5A).
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Figure 16.5 Comparative action of kisspeptin (A,B) and RFRP-3 ligands (C,D) on the production of
reproductive hormones in male rodents. A) Acute intracerebroventricular (icv) injection of the
KISS1R agonist RF3034 displays a similar stimulatory effect to that of kisspeptin-10 (Kp10) on
testosterone secretion in the male rat (*, P < 0.05) when compared to vehicle (Ringer)-injected
animals. Adapted from Doebelin et al. (2016). B) Chronic icv infusion of Kp10 or repeated daily
intraperitoneal (ip) injections of Kp54, but not continuous subcutaneous (sc) infusion of Kp54,
increases testosterone production in the short photoperiod (SP)-adapted male Syrian hamster after 5
weeks of treatment (*, P < 0.05) when compared to cerebrospinal fluid (csf)-injected SP animals. LP,
long photoperiod. Adapted from Revel et al. (2006) and Ansel et al. (2011). C) Acute i.c.v. injection of
the NPFFR1 antagonist, RF313, in the LP-adapted male Syrian hamster prevents the stimulatory
effect of RFRP-3 on LH production; RF9 alone displays a strong stimulatory effect (*, P < 0.05) when
compared to vehicle (Ringer)-injected animals. Unpublished data. D) Chronic icv infusion of RFRP-3
for 5 weeks in the SP-adapted male Syrian hamster increases testosterone production to a level
comparable to that measured in the sexually active LP-adapted-hamster (*) when compared to

vehicle (csf)-injected SP animals. Adapted from Ancel et al. (2012).

The discovery of the pivotal role of kisspeptin in activating GnRH neurons has led to new research
on synthetic KISS1R ligands. One study produced a series of decapeptide analogs of kisspeptin-10 in

which a single amino acid was exchanged with an enantiomer or with another amino acid (Curtis et
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al., 2010). Using a combination of rational chemical modifications of the endogenous kisspeptin-10,
two recent studies reported the design of several kisspeptin-10 analogs (Beltramo et al., 2015;
Decourt et al., 2016). The kisspeptin agonists were designed to have an improved resistance to
degradation and reduced renal clearance, through the introduction of a 1,4-disubstituted 1,2,3-
triazole as a proteolysis-resistant amide mimic and a serum albumin-binding motif. The best
triazololipopeptide selected (compound 6) was found to be a potent full agonist with an EC50 of
0.33 nM on KISS1R and a >100-fold selectivity for KISS1R over the closely related receptor for RFRP-3
(NPFF1R), with a long-lasting in vivo effect due to improved stability. Doebelin et al. (2016) designed
kisspeptin analogs based on chemical modification of the 2 amino acid terminus and found a
dipeptide Bz-Arg-Trp-NH2 (RF3034) with an EC50 of 69 nM on human KISS1R, with an improved in
vivo stability as compared to the endogenous neuropeptide. Both compound 6 and RF3034 proved to
be potent agonists in vivo by increasing LH secretion in sheep and testosterone in rats (Figure 16.5A).

The production of a selective and efficient KISS1R antagonist appears more difficult. So far, one
study has reported the design of a selective antagonist, peptide234, using substitution of amino acids
in kisspeptin-10 at Tyrl, Asn2, Trp3, Ser 5, and Leu8. The antagonist was able to inhibit kisspeptin-10-
induced GnRH neuron firing and LH secretion in male rats and mice, and to decrease pulsatile GnRH
in monkeys and LH pulses in OVX ewes (Roseweir et al., 2009). However, in our hands, peptide 234
was unable to antagonize kisspeptin-10-induced activation of LH and testosterone production in the
male Syrian hamster (unpublished data), and no other studies have reported the use of this
compound.

Investigation of the pharmacological effect of kisspeptins on seasonal reproduction requires a
long-term intermittent or continuous infusion of the peptide, raising the issues of both receptor
desensitization and metabolic degradation. Although these are not fully resolved, a continuous
intracerebroventricular injection of a low dose of kisspeptin-10 (4-week infusion of 0.25 nmol
kisspeptin-10/hour) in short day-adapted sexually inhibited male Syrian hamsters was able to fully
reactivate gonadal activity, attested by testis size and testosterone production (Figure 16.5B) (Revel
et al.,, 2006b). Similarly, long-term intravenous injection of kisspeptin-10 (12.6 nmol kisspeptin-
10/hour for 48 hours) was able to induce ovulation in about 80% of anestrous ewes (Caraty and
Franceschini, 2008). Both studies pointed to a pivotal role of kisspeptins in the seasonal control of
reproduction. Repeated peripheral injections of kisspeptin-54 (5 weeks with two daily i.p. injections
of 10 nmol kisspeptin-54/hamster) were able to significantly increase testicular activity in short day-
adapted Syrian hamsters (Figure 16.5A) Peripherally administered kisspeptin is posited to act on the
GnRH terminals at the ME, but other direct effects on peripheral organs expressing KISS1R, such as
pituitary or gonads, cannot be excluded. In contrast to the protocol of repeated injections, a chronic
subcutaneous infusion of 10 nmol kisspeptin-54 per day was ineffective in restoring reproductive
activity in short day-adapted hamsters (Figure 16.5A), possibly due to KISSIR desensitization or

metabolic degradation (Ansel et al., 2011).
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The design of more selective and stable kisspeptin agonists further supports the role of kisspeptin
in seasonal reproduction and might now help to better control and possibly counteract seasonal
inhibition of the gonadotropic axis. Thus, a single intramuscular injection of 15 nmol of a KISS1R
agonist generated by Decourt et al. (2016) produced a large increase in LH secretion up to 14 hours
post-injection in anestrus ewes and induced synchronized ovulations in both breeding and

nonbreeding seasons.

b) Pharmacological investigation of acute and long-term effects of RFRP-3 on reproductive

activity

RFRP-3, like kisspeptins, belongs to the superfamily of RFamide peptides. Its putative role in
mammalian reproductive biology comes from studies performed in quail. In 2000, Tsutsui and
colleagues discovered a 12-amino-acid hypothalamic neuropeptide (SIKPSAYLPLRF-NH2) with the
distinct capacity to inhibit gonadotropin release from cultured quail pituitaries, which was thereafter
termed GnlH. Similar sequences have since been identified in mammals, which have allowed the
identification of related peptides, notably RFRP-1, RFRP-2, and RFRP-3 encoded by the RFRP gene.
RFRP-1 (also named NPFF, containing a C-terminal LPLRFa motif) displays high structural homology
with GnlH, whereas RFRP-3 (also named NPVF, containing LPQRFa motif) displays a pharmacological
profile similar to that of GnlH. The biological actions of RFRP-1 and RFRP-3 are exerted mainly
through the GPR NPFF1R (also termed GPR147) and, to a lesser extent, the related receptor NPFF2R
(also termed GPR74). In mammals, RFRP is exclusively expressed in bilateral clusters of neurons
located in the dorsal and medial hypothalamus, and in all seasonal mammals investigated to date, its
level of expression is higher in long as compared to short photoperiod.

Kriegsfeld et al. (2006) reported that central administration of 500 ng RFRP-3 (or GnlH) in the
female ovarectomized Syrian hamster reduces LH secretion. Further studies, mostly performed in
rats, confirmed that RFRP-3 reduces LH secretion, pointing to a conserved inhibitory role of this
peptide on gonadotropin secretion. Electrophysiological experiments, however, reported that while
RFRP-3 inhibits 41% of isolated mouse GnRH neurons, it also activates 12%, and that the relative
number of activated/inactivated neurons is dependent on the dose of RFRP-3 (Ducret et al., 2009). In
ewes, an initial report showed an inhibitory effect of RFRP-3 on LH secretion (Clarke et al., 2008), but
a more recent study, using various protocols of administration, found no effect of RFRP-3 on LH
secretion in the ewe (Decourt et al., 2016). The pharmacological profile of this peptide became even
more complicated when it was found to display sex- and photoperiod-dependant effects in seasonal
rodents. In male Syrian hamster, intracerebroventricular injection of 150-1500 ng RFRP-3 stimulates
GnRH neuron activity, gonadotropin secretion (Figure 16.5C), and sex steroid production (Ancel et al.,
2012), whereas it shows an opposite, inhibitory action in female Syrian hamster (Kriegsfeld et al.,
2006; Henningsen et al 2017). In male Siberian hamster, another study reported that acute central

injection of the peptide activated LH secretion in short days but inhibited it in long days (Ubuka et al.,
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2012). All together, these studies ruled out the early assertion that RFRP-3 was solely an inhibitory
reproductive peptide, and indicated instead that its effect may be sex- and season-dependant.

RFRP-3 binds with a higher affinity to NPFFR1 (EC50 = 0.2-2.0 nM, according to in vitro studies)
than to NPFFR2 (EC50 = 5-300 nM, according to studies) (Elhabazi et al., 2013), and this cross-
reactivity may explain some of its variable physiological effects. In this context, the design of highly
selective NPFFR1 agonists and antagonists is essential. Simonin et al. (2006) reported, in an initial
study, that the N-acylated dipeptide Arg-Phe-NH2 (RF9) could be a NPFFR1 antagonist, but further
analysis showed that central injection of 1.5 ug RF9 increased the release of LH in the Syrian hamster
(Figure 16.5C) but did not abolish the stimulatory effect of RFRP-3 (unpublished data). Recent
pharmacological studies are now proposing more selective ligands. RF313, a novel active dipeptide
NPFFR1 receptor antagonist, is a derivative of RF9 in which the C-terminal amide function is
removed, the arginine residue is replaced with a non-natural ornithine derivative bearing a piperidine
moiety on its side chain, and the adamantane ring is replaced with a biphenyl moiety (Doebelin et al.,
2016). This NPFFR1 antagonist is active when administered centrally and peripherally. Central
injection of 1.5 ug RFRP-313 has no effect when administered alone, but fully blocks the increase in
LH secretion induced by 1.5 pg RFRP-3 in male hamster (Figure 16.5C). In contrast to RF9, it shows a
negligible affinity toward KISS1R. Another NPFFR1 antagonist, GJ14 (with IC50 = 21 nM toward
NPFFR1, as compared to 387 nM toward NPFFR2), was designed recently by Kim at al. (2015), but its
effect on the RFRP-3 regulation of LH secretion has not yet been reported.

The very large photoperiodic variation of the RFRP-3 content in the hypothalamus of seasonal
rodents has led us to study the role of this peptide in the seasonal synchronization of reproduction.
The chronic intracerebroventricular infusion of a low dose of RFRP-3 (12 ug RFRP-3/day for 6 weeks)
in short day-adapted sexually inactive Syrian hamster was able to increase testis size and
testosterone production (Figure 16.5D) to levels observed in long day-adapted animals, a result in
line with its acute stimulatory effect and its overexpression in long-day conditions. Notably, the
RFRP-3-induced reactivation of reproduction was associated with an increased expression of
kisspeptin in the arcuate nucleus. This in vivo pharmacological experiment supports the pivotal role
of RFRP-3 in the control of reproduction in seasonal rodents (Henningsen et al., 2016).

In conclusion, studies to date are reporting varying effects of RFRP-3 on the reproductive axis. A
few selective NPFFR1 antagonists have recently been proposed, but new, highly selective,
peripherally acting NPFFR1 ligands are required for translational applications in livestock and human

reproduction to be proposed.

V) Perspectives
In mammals, the duration of the nocturnal peak of melatonin is well known to be the endocrine
driving factor for seasonal changes in physiology. Studies have now pointed to MT1-regulated TSH

production by the pars tuberalis as a fundamental event for the synchronization of physiological
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functions, like reproduction, with the seasons. The effect of TSH on the hypothalamic neuronal
circuits driving seasonal reproduction requires a specific regulation of the enzymes controlling
thyroid hormone metabolism located in the tanycytes. The seasonal change in the local
concentration of thyroid hormone within the mediobasal hypothalamus is hypothesized to be
responsible for the structural (neuron—glia interaction) and neurochemical (amount of kisspeptin and
RFRP-3) changes required for the synchronization of reproduction with the appropriate season.

To date, the role of kisspeptin and RFRP-3 in the seasonal regulation of reproduction has been
investigated in seasonal but genetically intractable animal models (hamster, sheep), thereby
preventing the use of genetic approaches to elucidate mechanisms. In order to circumvent this issue,
new approaches should now be considered. One approach would be to model seasonality in mice.
Most mouse strains are deficient in melatonin production because either arylalkylamine N-
acetyltransferase (AANAT; EC2.1.3.87) or hydroxyindole O-methyltransferase (HIOMT; EC 2.1.1.4),
the two key enzymes in melatonin synthesis, is affected by loss-of-function mutations (Kasahara et
al., 2010). There are, however, mouse strains that are melatonin-proficient and in which
photoperiodic signaling has been shown to reach at least the regulation of tanycytic DIOs (Ono et al.,
2008). Ono et al. (2008) were also able to show a photoperiodic regulation of DIO2 in the melatonin-
deficient C57BL/6J mice by treating these mice with exogenous melatonin. Finally, in recent years, a
new melatonin-proficient mouse strain, Mus musculus molossinus, has been described, which shows
some photoperiodic responses in its gonadotropic axis. These mouse models could be used to study
certain aspects of photoperiodic regulation by introducing mutations of the molecular actors of
photoperiodic regulation into them. Another alternative would be to adapt CrispR/Cas9 technology
in hamsters in order to selectively silence genes thought to be involved in melatonin-driven seasonal

reproduction.
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J Réle de la signalisation hypothalamique TSH/T3
dans la reproduction saisonniére chez les hamsters
djungariens (Phodopus sungorus) et syriens
(Mesocricetus auratus)
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Résumé

Chez les hamsters, les jours longs activent la reproduction. Cette activation
photopériodique (AP) impliquerait la mélatonine, 'lhormone thyroidienne (HT) et les
RFamides hypothalamiques. Si les jours courts inhibiteurs sont maintenus au-dela de
20 semaines, une réactivation photoréfractaire (RP) de I'axe hypothalamo pituitaire
gonadotrope (HPG) est déclenchée. Les mécanismes de cette RP sont inconnus.

Notre analyse de la cinétique des changements moléculaires induits par I'AP et la RP
montre dans les deux cas une inhibition précoce de I'expression de la Déiodinase 3
(Dio3), I'enzyme catabolisant les HT, dans les tanycytes. Associée a une inhibition
tardive du transporteur MCT8 des HT, la diminution de Dio3 pourrait créer un pic
d’HT dans I'hypothalamus. Dans les 2 activations, Kisspeptine et RFRP3 augmentent
plusieurs semaines aprées l'inhibition de Dio3 et I'activation de 'HPG. Aussi, une
inhibition d’'RFRP3 lors de I'AP n’affecte pas 'HPG, mettant en cause le rble du
RFRP3.

Nous avons donc découvert une inhibition précoce de Dio3 pouvant induire
I'activation saisonniére de I'HPG. Le régulateur saisonnier précoce de Dio3 reste a
découvrir.

Mots clés : saisonnalité, TSH, Hormones thyroidiennes, pars tuberalis, tanycytes,
Déiodinase 3, reproduction, hamsters, photoréfractaire, photopériode

Abstract

In hamsters, reproduction is activated by long days. This photoactivation (PA)
supposedly involves melatonin, hypothalamic thyroid hormones (TH) and RFamide
peptides. Maintaining inhibitory short days for over 20 weeks triggers a
photorefractory reactivation of the hypothalamo pituito gonadotropic axis (HPG) The
mechanisms of this PR are so far unknown.

Our cinetic analysis of the dynamic molecular changes in PA and PR revealed a
conserved early inhibition of tanycytic deiodinase 3 (Dio3), which catabolizes TH, in
both activation mechanisms. Associated with a late decrease of the TH transporter
MCTS8, the inhibition of Dio3 could generate an early peak of hypothalamic TH. In
both activations, RFamide upregulation occurs several weeks after the initial Dio3
inhibition. Also, pharmacological inhibition of RFRP3 during PA does not influence
the HPG activity, questioning the role of RFRP3 in HPG activation.

We have thus uncovered a so far unreported early Dio3 inhibition that could be
sufficient to seasonally reactivate the gonadotropic axis. The seasonal regulator of
Dio3 remains to be discovered.

Keywords: Seasonality, TSH, thyroid hormones, pars tuberalis, tanycytes,
Déiodinase 3, reproduction, hamsters, photorefractoriness, photoperiod
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