Message de Bienvenue,

Le comité d’organisation se réjouit de la tenue à Strasbourg de la 35ème édition du colloque annuel de la Société de NeuroEndocrinologie.

Nous souhaitons la bienvenue aux nombreux participants des laboratoires français, espagnols, néerlandais, belges et suisses. Strasbourg, capitale européenne, se devait d’ouvrir ses frontières. Au delà même de la Méditerranée, nous avons également permis, par l’octroi de bourses de voyage, la participation de chercheurs impliqués dans le GDRI NeurO France-Maroc.

Le but de tels colloques est non seulement de présenter les derniers travaux de chercheurs confirmés, mais également de favoriser l’expression des plus jeunes sous forme de communications orales ou affichées. Comme chaque année des prix SNE et Servier seront attribués à 4 jeunes chercheurs distingués par le conseil scientifique de la SNE, auxquels nous avons souhaité ajouter 3 prix de posters qui seront sélectionnés au cours du colloque par un comité que nous remercions par avance.

L’organisation de notre colloque a bénéficié du soutien du conseil scientifique de la SNE que nous remercions sincèrement. Un grand merci également aux diverses instances publiques : le CNRS, l’Université Louis Pasteur, la ville de Strasbourg, le département et la Région Alsace pour leurs généreuses subventions. Plusieurs des fournisseurs habituels de nos laboratoires ont aussi participé au financement de notre colloque et puisque l’apport de nouvelles techniques est un atout majeur pour la progression de la recherche, nous avons demandé à trois d’entre eux de présenter leurs dernières innovations au cours d’une session Nouvelles technologies en neuroendocrinologie.

Le programme scientifique de ce colloque s’articule autour de trois thèmes pour lesquels de grandes avancées ont été récemment réalisées et dans lesquels des chercheurs strasbourgeois sont impliqués: les mécanismes de la sécrétion neuroendocrine, la neuroendocrinologie de la reproduction et le métabolisme et fonctions neuroendocrines. D’autres thèmes seront abordés autour des posters et en particulier au cours d’une session Points chauds en neuroendocrinologie qui mettra en valeur les résultats originaux et intéressants de jeunes chercheurs. En plus de la traditionnelle Lecture Jacques Benoît qui sera donnée par Yves Lebouc, une Conférence grand public Gutenberg, en partenariat avec les Dernières Nouvelles d’Alsace, sera donnée par Jacques Epelbaum sur un sujet au cœur des préoccupations sociétales : le vieillissement.

La tenue de ce colloque à Strasbourg sera peut être pour certains d’entre vous une première découverte de cette ville de stature européenne, enfin desservie par un train à grande vitesse. Vous découvrirez également la région Alsace, bien connue pour ses paysages vallonnés, sa gastronomie et bien sûr ses vins que nous vous ferons découvrir lors de la visite d’une cave suivie d’un repas typiquement alsacien.

Nous espérons que la tenue de ce colloque sera l’occasion de mettre en valeur une recherche novatrice et dynamique dans le domaine de la neuroendocrinologie.

Bon Colloque…
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programme

Mercredi 10 septembre

13h45 – 14h00
Ouverture du colloque

14h00 – 16h00
Mécanismes de la Sécrétion Neuroendocrine

16h00 – 16h30
Pause café

16h30 – 17h15
Communications orales

18h30 – 19h30
Conférence grand public Gutenberg

Jeudi 11 septembre

08h00 – 10h00
Avancées dans la Neuroendocrinologie de la Reproduction

10h00 – 10h30
Pause café

10h30 – 11h15
Communications orales

11h15 – 12h15
Assemblée Générale de la SNE

12h15 – 14h00
Déjeuner

14h00 – 14h45
Nouvelles Technologies en Neuroendocrinologie

14h45 – 16h 15
Communications affichées (numéros pairs) et café

16h15 – 17h15
Points chauds en Neuroendocrinologie

17h30 – 24h00
Visite des caves et dîner de gala

Vendredi 12 septembre

08h00 – 10h00
Métabolisme et Fonctions Neuroendocrines

10h00 – 11h30
Communications affichées (numéros impairs) et café

11h30 – 12h15
Communications orales

12h15 – 14h00
Déjeuner

14h00 – 15h00
Prix jeunes chercheurs

15h00 – 16h00
Lecture Jacques Benoît

16h00
Clôture du Colloque

35ème  Colloque  de  la SNE

Strasbourg, 10-12 septembre 2008

programme  Détaillé

Mercredi 10 septembre 2008

12h00 – 13h45
Accueil des congressistes – Affichage des posters
13h45 – 14h00
Ouverture du Colloque par Jacques Epelbaum (Président de la  SNE) 

14h00 – 16h00
MÉCANISMES DE LA SÉCRÉTION NEUROENDOCRINE
Modérateurs : Youssef Anouar et Françoise Moos

· 14h00
Maïté Montero-Hadjadje, Mont-Saint-Aignan


Rôle des chromogranines dans la voie de sécrétion régulée des cellules endocrines

· 14h30
Nicolas Vitale, Strasbourg

Rôle des lipides dans l’exocytose des cellules neuroendocrines

· 15h00
Maria M. Malagon, Cordoba (Espagne)

Caractérisation de nouvelles molécules impliquées dans la voie de sécrétion régulée des cellules neuroendocrines

· 15h30
Nathalie Guérineau, Montpellier

Jonctions gap entre cellules chromaffines : une nouvelle voie de communication impliquée dans la sécrétion de catécholamines

16h00 – 16h30
Pause café
16h30 – 17h15
Communications orales
Modérateurs : Marie-France Bader et Marie-Christine Tonon

· 16h30

Céline Sallon, Tours

Les cellules hypophysaires produisent-elles des « Bone Morphogenic Proteins » ? 

· 16h45

Marie-Pierre Moisan, Bordeaux

Déficience en transcortine chez la souris et réponses de stress neuroendocriniennes et comportementales

· 17h00
François Pralong, Lausanne (Suisse)

Insulin modulation of LH secretion in normal female volunteers and lean PCOS patients

18h30

Conférence grand public « Gutenberg »



(Hôtel Hilton, 1 av. Herrenschmidt, Strasbourg)



Jacques Epelbaum, Paris



Le vieillissement : c’est dans la tête ?

Jeudi 11 septembre 2008

08h00 – 10h00
AVANCÉES DANS LA NEUROENDOCRINOLOGIE DE LA REPRODUCTION
Modérateurs : Alain Caraty et Raymond Counis 

· 08h00
Manuel Tena-Sempere, Cordoba (Espagne)

Role of kisspeptins in the physiologic regulation of the gonadotropic axis
· 08h30
Isabelle Franceschini, INRA, Tours

Rôle de la forme polysialylée de NCAM dans l’activité des neurones à GnRH 

· 09h00
Virginie Mansuy, Lausanne (Suisse)

Expression des gènes circadiens dans un modèle original de cellules sécrétrices de GnRH

· 09h30
Jean-Noël Laverrière, Paris

Codes transcriptionnels responsables de l’expression hypophysaire et extra-hypophysaire du récepteur de la GnRH, un acteur majeur du contrôle de la reproduction
10h00 – 10h30
Pause café
10h30 – 11h15
Communications orales
Modérateurs : Jean-Claude Beauvillain et Olivier Kah

· 10h30
Kalina Raskin, Paris


L’inactivation conditionnelle du récepteur des androgènes dans le système nerveux altère les comportements typiques mâles

· 10h45
Laura Ansel, Strasbourg

Le kisspeptine circulant active les neurones à GnRH et restaure l’activité sexuelle du hamster doré en photopériode courte

· 11h00
Marie–Laure Kottler, Caen

Kiss1 est régulé de façon positive par les estrogènes via ERalpha dans les cellules gonadotropes

11h15 – 12h15
Assemblée Générale de la SNE
12h15 – 14h00
Déjeuner au CIARUS
14h00 – 14h45
NOUVELLES TECHNOLOGIES EN NEUROENDOCRINOLOGIE
Modérateur : Valérie Simonneaux

· 14h00
Stéphanie Carlevaro, Labtech

Le Microporator MP-100, une nouvelle génération d’électroporateurs
· 14h15
David Pointu, Nikon

Nouvelles solutions confocales NIKON, la gamme A
· 14h30
Brigitte Pertuiset, ThermoFisher

Accell™ siRNA : Accès à un nouveau monde de RNAi discovery
14h45 -
16h15
Session des posters pairs et pause café
16h15 – 17h15
POINTS CHAUDS EN NEUROENDOCRINOLOGIE
Modérateurs : Catherine Llorens-Cortes et Hubert Vaudry
· 16h15
Jérémy Terrien, Paris 

L’activation de la thermogenèse de non-frisson n’est pas altérée au cours du vieillissement chez Microcebus murinus 
· 16h30
Arnaud Muller, Strasbourg 

Étude de la morphine endogène chez les Mammifères 
· 16h45
Yannick Marc, Paris 

Les inhibiteurs de l'aminopeptidase A (APA) : Un nouveau traitement de l’hypertension artérielle (HTA)

· 17h00
Olivier Le Marec, Rouen 

Activité biologique d’une série d’analogues pseudopeptidiques aza-beta3 du 26RF, le ligand endogène du GPR103

17h30

Départ pour une visite des caves et pour le repas de Gala
Vendredi 12 septembre 2008

8h00 – 10h00
MÉTABOLISME ET FONCTIONS NEUROENDOCRINES
Modérateurs : Jean-Louis Nahon et Yves Tillet

· 08h00
Alice Guyon, Nice


Facteurs immunitaires et régulation centrale de l’appétit et du métabolisme
· 08h30
Susanne la Fleur, Utrecht (Pays-Bas)

Comfort food: metabolic and behavioral consequences
· 09h00
Jorge Mendoza, Strasbourg

Les horloges circadiennes et leurs interactions avec la nutrition
· 09h30
Serge Luquet, Paris

Détection centrale des nutriments dans le contrôle de la balance énergétique

10h00 – 11h30
Session des posters impairs et pause café
11h30 – 12h15
Communications orales
Modérateurs : Étienne Challet et Anne Lorsignol

· 11h30
Stéphanie Decherf, Paris


Co-régulation  négative de MC4R et de TRH par la T3 dans l’hypothalamus de souris

· 11h45
Odile Viltart, Lille

Interleukine-7 et comportement alimentaire

· 12h00
Ricardo Orozco-Solis, Nantes 

La dénutrition périnatale altère à long terme l’expression circadienne des gènes régulant la prise alimentaire et des gènes de l’horloge

12h15 – 14h00
Déjeuner au CIARUS
14h00 – 15h00
PRIX JEUNES CHERCHEURS SNE-SERVIER

Modérateurs : Béatrice Guardiola et Jacques Epelbaum 

· 14h00
Céline Feillet, Fribourg (Suisse) – Prix SNE

La restriction alimentaire restaure une rythmicité dans la glande pinéale de rats SCN-lésés
· 14h15
Hafida Ghzili, Genève (Suisse) – Prix Servier

Implication d'une sélénoprotéine dans la régulation de l’homéostasie calcique et la sécrétion hormonale induite par le neuropeptide PACAP
· 14h30
Karen Mouriec, Rennes – Prix Servier

Expression de l’aromatase dans les cellules progénitrices du cerveau : invention des poissons ou exagération d’un mécanisme discret chez les autres Vertébrés ?
· 14h45
Xavier d’Anglemont de Tassigny, Cambridge (Angleterre) - Prix Servier

Rôle du système Kisspeptine/GPR54 dans la régulation neuroendocrine de la reproduction
15h00 – 16h00
Conférence Jacques Benoît
Modérateur : Jacques Epelbaum


Yves Lebouc, Paris



Les IGFs : facteurs ubiquistes tout au long de la vie
16h00

Clôture du congrès et remise des prix de posters

Conférence Gutenberg

et

Lecture Jacques Benoît

Conférence Gutenberg  - Le vieillissement : C’est dans la tête ?

Jacques EPELBAUM

Centre de psychiatrie et de Neurosciences, UMR894 Inserm/Faculté de Médecine/Université Paris Descartes, Paris, France

L’allongement de la durée de la vie depuis la fin du 19eme siècle représente une des réussites les plus remarquables de la Science, de la Médecine et de l’Hygiène. Mais toute médaille a son revers et cette révolution démographique nécessite aujourd’hui la prise en compte du vieillissement.

On peut définir celui-ci comme l’incapacité progressive de l’organisme à s’adapter aux conditions variables de son environnement. Une telle définition suppose l’existence d’un vieillissement normal, donc non pathologique, distinct du vieillissement accéléré par les maladies associées. Ce phénomène complexe affecte l’organisme à tous les niveaux, du plus moléculaire jusqu’aux organes entiers, sans que ses mécanismes en soient encore complètement élucidés. Un individu qui présente une réduction de sa force musculaire et des réflexes ralentis, une baisse de ses défenses immunitaires, des troubles bénins de mémoire, une cataracte (et/ou quelques autres signes...) est clairement vieux. Cet individu aura 2, 10, 20, 30 ou 80 ans selon qu'il appartient à une espèce murine, canine, équine ou s’il fait partie de l’ordre des primates (30 ans pour un Chimpanzé, 80 pour un Homme). Le principal défi pour les biologistes qui étudient le vieillissement est de comprendre comment les multiples effets décrits ci-dessus, si facilement identifiables dans différentes espèces, sont si bien coordonnés parmi les individus d'une même espèce. 

Il existe plus de 300 théories du vieillissement, parmi lesquelles l’approche neuroendocrinienne a récemment été confortée par plusieurs données expérimentales. La Neuroendocrinologie se situe au carrefour des trois grands systèmes de communication de l’organisme, le système nerveux, le système endocrinien et le système immunitaire. Les modifications neuroendocriniennes liées à l’âge interviennent spécifiquement et directement dans les fonctions de reproduction, de croissance et d’adaptation ainsi que dans les fonctions cognitives. Les traitements hormonaux substitutifs sont désormais possibles mais leurs effets controversés. L'étude d'organismes modèles comme le nématode (C. elegans), la mouche (D. melanogaster) ou même la souris montre que des mutations ponctuelles augmentent considérablement la durée de vie des individus. De manière tout à fait intéressante, plusieurs de ces mutations impliquent un processus neuroendocrinien commun autour d'orthologues de l'insuline et/ou de l'IGF-I (Insulin like Growth Factor-I). L'étude de tels mutants, en parallèle avec les effets freinateurs bien connus de la restriction calorique sur le vieillissement, laisse entrevoir les mécanismes complexes qui régulent la durée de vie chez les mammifères et, en conséquence, leur vieillissement.

_____________________________________________________________________________________

Lecture Jacques Benoît  - Les IGFs, facteurs ubiquistes tout au long de la vie

Yves LE BOUC

Explorations Fonctionnelles Endocriniennes, Hôpital Trousseau Paris; Équipe 2, Centre de Recherche UMR893 Inserm-Paris VI, France

Le système des insulin-like growth factors (IGF) comporte deux ligands structurellement homologues (IGF-I et IGF-II), six protéines de liaison (IGFBP 1-6) et deux récepteurs (IGF-R). La signalisation de ces deux IGF est assurée par le récepteur IGF-1R. IGF-2R quant à lui assure la clairance d’IGF-II. Le système des IGF est largement impliqué dans le métabolisme intermédiaire, la prolifération, la différenciation et la survie cellulaires, le développement. Leurs anomalies du fait de leurs expressions et actions ubiquistes sont responsables de nombreuses pathologies de la croissance fœtale, post natale et tumorale. Les IGFBP modulent l'activité des IGF en étant soit inhibitrices (séquestration) soit facilitatrices (protéolyse ménagée de l'IGFBP-3 augmentant la biodisponibilité des IGF). IGFBP-3 présente de plus, des effets indépendants de leur liaison aux IGF. Le contrôle de l’expression des paramètres du système IGF est complexe et dépend de stimuli hormonaux, du tissu producteur et du stade du développement. La physiologie de l’axe somatotrope (hormone de croissance, insulin-like growth factors) a été mieux définie grâce aux expériences de modifications géniques chez la souris. Durant la vie fœtale, IGF-II (soumis à empreinte parentale) et IGF-I sont primordiaux pour la croissance fœtale staturo-pondérale, mais aussi pour la croissance post natale pour IGF-I. L’action des deux IGF est médiée par IGF-1R. Le KO d’IGF-1R entraîne la mort à la naissance. Ce sont les invalidations partielles ou conditionnelles qui ont permis d’étudier plus avant la physiologie d’IGF-I et de son récepteur en période postnatale ou à l’âge adulte. IGF-1R est notamment impliqué dans le contrôle de la durée de vie. De plus, l’invalidation du gène de IGF-I au niveau du foie, organe qui assure la concentration de IGF-I (endocrine) dans la circulation sanguine, n’entraîne pas d’altération de la croissance démontrant l’importance de l’action para et autocrine de IGF-I en périphérie, sous l’action directe de la GH. Chez l’humain, dans les retards de croissance à début intra-utérin des anomalies de IGFI et de IGF-1R, ont été décrites ainsi que l’anomalie responsable du syndrome de Silver Russell (anomalie épigénétique en 11p15  entraînant l’extinction de l’expression d’IGF II associée à l’expression biallèlique de H19). IGF II est à l’inverse très souvent surexprimé dans les tumeurs, mais aussi dans les syndromes de croissance fœtale excessive (syndrome de Beckwith Wiedemann) où différents troubles épigénétiques (méthylation) et génétiques de la région 11p15, où est localisé IGF II, ont été mis en évidence, certains d’entre eux étant impliqués dans le risque tumoral. 

Ainsi la production et l’action ubiquistes des IGF touchent la physiologie de l’ensemble des tissus et des fonctions de l’organisme, du stade fœtal, post natal et adulte en contrôlant jusqu’à la longévité de cet organisme.

____________________________________________________________________________

Conférences

et

Communications Orales

Mécanismes de la Sécrétion Neuroendocrine

C1 
Rôle des chromogranines dans la voie de sécrétion régulée des cellules endocrines

Maïté MONTERO-HADJADJE1, Elias S1, Chevalier L2, Bénard M3, Driouich A2, Gasman S4 et
Anouar Y1
1Inserm U413, 2FRE CNRS 3090, 3Plate-Forme Régionale de Recherche en Imagerie Cellulaire de Haute-Normandie, Université de Rouen, Mont-Saint-Aignan, France ; 4UMR7168 CNRS/ULP, INCI, Strasbourg, France

Les cellules neuroendocrines et endocrines ont la particularité de générer des granules de sécrétion à cœur dense (GCD), renfermant de fortes concentrations d’hormones, de neuropeptides et de neurotransmetteurs. Ces facteurs sont libérés suite à une stimulation extracellulaire, selon la voie de sécrétion régulée (VSR). Les GCD contiennent également des protéines solubles appartenant à la famille des chromogranines. La séquence des chromogranines est riche en acides aminés acides, ce qui leur confère la propriété de s’agréger entre-elles et avec d’autres protéines granulaires dans des conditions de pH acide et de fortes concentrations calciques. Ainsi, ces agrégats protéiques se forment dans le réseau trans-golgien où ils interagissent avec la membrane, ce qui induit le bourgeonnement de GCD contenant les protéines de la VSR. Des études récentes réalisées in vitro et in vivo d’invalidation du gène codant la chromogranine A (CgA) ont montré que cette protéine a un rôle clé dans la biogenèse des GCD au sein des cellules neuroendocrines. La conservation des régions N- et C-terminales de la CgA au cours de l’évolution des vertébrés suggère que ces domaines pourraient avoir un rôle important dans la formation des GCD et/ou dans l’adressage hormonal. Notre stratégie d’étude est basée sur l’utilisation de la CgA de grenouille (fCgA) et de formes dérivées dont les régions conservées ont été délétées, afin de mettre en évidence leur rôle dans les cellules non-endocrines COS-7 (lignée fibroblastique de rein de singe) dépourvues de CgA et de VSR, et les cellules endocrines AtT20 (lignée corticotrope murine), présentant une capacité modérée d’adressage de la pro-opiomélanocortine (POMC) vers la VSR. Dans les cellules COS-7, l’expression de la fCgA provoque la formation de structures vésiculaires mobiles, capables de stocker une hormone co-transfectée et libérant leur contenu suite à un influx calcique. Cette activité de la CgA est abolie lorsque ses régions N- et C-terminales sont délétées. Dans les cellules AtT20, l’expression de la fCgA entraîne une augmentation des taux de POMC stockée et sécrétée via la VSR, tandis que l’expression des formes tronquées induit une rétention de l’hormone dans la région périnucléaire. L’ensemble de nos résultats démontre que les peptides conservés N- et C-terminaux confèrent à la CgA sa capacité à former des GCD en assurant l’adressage et la libération des hormones via la VSR dans les cellules endocrines.

_____________________________________________________________________________________

C2 
Rôle des lipides dans l’exocytose des cellules neuroendocrines

Nicolas Vitale
INCI, UMR7168 CNRS/ULP, Strasbourg, France

L’exocytose est un mécanisme cellulaire qui implique le recrutement et l’arrimage d’une vésicule ou d’un granule à la membrane plasmique, arrimage qui permet la fusion entre les membranes vésiculaire et plasmique et la libération dans l’espace extracellulaire des molécules stockées dans la vésicule. Base de la communication cellulaire par libération de molécules informatives, l’exocytose joue un rôle clé dans le maintien de l’homéostasie des organismes vivants. A titre d’exemple, la libération hormonale, la neurotransmission, la migration cellulaire, la réparation membranaire sont autant de processus se faisant par exocytose. À ce jour, l'application des techniques de biologie moléculaire à l'étude de l'architecture protéique des vésicules synaptiques, et la dissection précise des étapes du transport vésiculaire, chez la levure et dans divers modèles cellulaires eucaryotes, ont permis des découvertes essentielles concernant les étapes de recrutement et d’arrimage des vésicules à la membrane plasmique. Les résultats obtenus suggèrent un mécanisme général à l’ensemble du circuit vésiculaire intracellulaire dans lequel le complexe protéique NSF-SNARE semble avoir un rôle primordial. Par contre, les mécanismes moléculaires permettant la fusion des membranes restent à l’heure actuelle largement incompris.

Longtemps négligée, l’importance des lipides au cours du processus de fusion membranaire connaît actuellement un net regain d’intérêt. En utilisant comme modèle d’étude, les cellules chromaffines qui libèrent les catécholamines, nos résultats récents révèlent l’existence d’une régulation dynamique de la synthèse de certains lipides jouant un rôle clé dans le processus d’exocytose. Nous avons ainsi mis en évidence la formation de plates-formes lipidiques au niveau de la membrane plasmique dont la fonction serait de recruter des acteurs protéiques essentiels à l’exocytose au niveau des sites d’arrimage granulaire. Certains lipides spécifiques, tel l’acide phosphatidique produit par la phospholipase D, semblent, quant à eux, jouer un rôle déterminant dans les étapes ultimes de la fusion membranaire, par leur propension à déstabiliser les bicouches lipidiques. La kinase RSK2, dont la mutation conduit à un syndrome de retard mental, le syndrome de Coffin-Lowry, pourrait être impliquée dans la régulation de cette activité phospholipase D nécessaire à l’exocytose. L’ensemble de ces données place les lipides au cœur des rouages moléculaires permettant la sécrétion des hormones et des neurotransmetteurs.

_____________________________________________________________________________________

C3 
Caractérisation de nouvelles molécules impliquées dans la voie de sécrétion régulée des cellules neuroendocrines
Maria MALAGON, Cruz-Garcia D, Diaz-Ruiz A, Peinado JR, Pulido MR, Araujo J, Garcia-Navarro S, Gracia-Navarro F, Castaño JP et Vazquez-Martinez R

Dept. Cell Biol., Physiol. and Immunol., Univ. Cordoba, Espagne

Regulated secretion from specialized cells takes place through the regulated secretory pathway. This pathway is an intricate, multi-step process that involves cargo selection, as well as vesicle budding, transport and fusion with the plasma membrane upon reception of a specific extracellular signal. Thus, cells tightly control particular stages of this process by synthesizing a wide variety of regulatory proteins, many of which remain undiscovered. In order to identify new components of this process, we carried out a differential display analysis on two subtypes of (-MSH-producing melanotropes that exhibit opposite secretory phenotypes of hypo- and hypersecretion. This allowed us to identify a series of genes preferentially expressed in hypo- or hypersecretory cells, among which we selected two preferentially expressed in hyposecretory cells. The first one, of unknown function, as well as a paralogue gene identified by database searching, which are preferentially expressed in neuroendocrine tissues, code for proteins presenting several coiled-coil domains that span almost the entire amino acid sequence, similarly to that exhibited by the members of the Golgi-associated golgin family of proteins. In addition, our confocal microscopy studies revealed that these proteins, referred to as Neuroendocrine long Coiled-Coil protein 1 (NECC1) and 2 (NECC2), are located in the Golgi complex, further supporting their participation in membrane traffic at the Golgi complex. The second gene, Rab18, belongs to the family of Rab small GTPase proteins. These proteins are involved in the regulation of specific steps of the secretory pathway, from vesicle budding from the donor compartment to membrane fusion with the acceptor compartment. Specifically, we have demonstrated that Rab18 alternates between a soluble, inactive GDP-bound state and a secretory granule membrane associated, GTP-bound state, and that its interaction with a particular population of secretory granules provokes a reduction in their motility. Furthermore, overexpression analyses have unveiled that Rab18 inhibits the capacity of secretory cells to respond to extracellular stimuli, likely by impairing the transport of secretory granules to the plasma membrane. To summarise, NECC proteins and Rab18 represent new regulatory components of the secretory pathway that could determine the overall secretory status of (neuro)endocrine cells.

Support: J. Andalucía (CVI-0139,CTS-0175), MEC/FEDER (BFU2007-60180/BFI), Spain.
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C4 
Jonctions gap entre cellules chromaffines : une nouvelle voie de communication intercellulaire impliquée dans la sécrétion de catécholamines
Nathalie C GUÉRINEAU

Institut de Génomique Fonctionnelle, Département d’Endocrinologie, CNRS UMR5203, INSERM U661, Universités Montpellier 1 et 2, Montpellier, France

La sécrétion de catécholamines par les cellules chromaffines de la glande médullo-surrénale est sous le contrôle principal de la libération d’acétylcholine par les terminaisons du nerf splanchnique. Nos travaux menés sur tranches de tissu ont mis en évidence l’existence d’une nouvelle voie de communication intercellulaire médiée par des jonctions gap entre cellules chromaffines, qui permet la propagation de signaux électriques et calciques et favorise l’exocytose de catécholamines en réponse à la stimulation cholinergique (Martin et al., J. Neurosci., 2001). Ce couplage jonctionnel est par ailleurs sous un contrôle tonique inhibiteur exercé par la transmission synaptique cholinergique. En effet, le blocage de l’activité synaptique ou encore une activité synaptique immature telle que celle observée chez le rat nouveau-né se caractérisent par une augmentation du nombre de cellules couplées (Martin et al., J. Neurosci., 2003). Au cours du développement post-natal de la glande médullo-surrénale, période de forte synaptogenèse, le couplage jonctionnel diminue progressivement à mesure que la transmission synaptique devient mature. Ce remodelage des jonctions gap et des synapses est sous la dépendance de l’agrine, une protéine de la matrice extracellulaire (Martin et al., J. Cell Biol., 2005). Par ailleurs, nos travaux ayant montré l’implication du couplage jonctionnel dans la libération hormonale, nous nous sommes posé la question de son devenir lors de situations associées à des besoins accrus en catécholamines. Chez le rat stressé, on note ainsi l’apparition d’un couplage robuste entre cellules chromaffines permettant la propagation de potentiels d’action ainsi qu’une augmentation de l’expression des connexines 36 et 43 (Colomer et al., J. Neurosci., en révision). Via une approche récemment développée par notre équipe sur rongeur anesthésié, nos travaux visent maintenant à caractériser le rôle joué in vivo par les jonctions gap dans la modulation du couplage stimulation-sécrétion du tissu médullo-surrénalien.

En conclusion, la communication jonctionnelle entre cellules chromaffines est régulée de manière dynamique, au cours du développement et chez l’animal adulte, mais aussi lors de situations physio-pathologiques associées à une demande hormonale accrue. De plus, il existe des relations réciproques entre jonctions gap et synapses. La transmission synaptique module le couplage électrique et ce dernier amplifie la réponse sécrétoire à la stimulation nerveuse.

_____________________________________________________________________________________


Chez la Brebis, les BMPs inhibent la synthèse et la libération de l’Hormone Folliculo Stimulante (FSH). La détection des ARNm de certaines BMPs dans l’hypophyse et de leurs récepteurs sur les cellules gonadotropes suggère une action paracrine des BMPs sur la production de FSH.

Afin de déterminer si les cellules hypophysaires ovines produisent et libèrent des BMPs, nous avons utilisé un dosage biologique reposant sur des cellules C3HB12 stablement transfectées avec un élément de réponse BMPs couplé au gène rapporteur luciférase. Lorsque ces cellules sont exposées à BMP4 (0,5 à 50 ng/ml), l’activité luciférase augmente de manière dose-dépendante. Lorsqu’elles sont exposées à des surnageants de cellules hypophysaires cultivées pendant 48 h dans du milieu DMEM aucune variation d’activité luciférase n’est observée par rapport au DMEM, suggérant l’absence ou la très faible activité BMPs dans les surnageants. Lorsque ces surnageants sont supplémentés avec BMP4, l’activité luciférase augmente mais reste atténuée en comparaison à BMP4 additionnée au DMEM, suggérant une activité inhibitrice des BMPs des surnageants. Le traitement des cellules hypophysaires pendant 6 h par la GnRH ou l’œstradiol augmente cette activité inhibitrice.

	Cette libération d’inhibiteurs de BMPs par les cellules hypophysaires ovines pourrait moduler l’action de BMPs intra ou extra hypophysaires.




	O2 
Déficience en transcortine chez la souris et réponses de stress neuroendocriniennes et comportementales

Marie-Pierre MOISAN1, Richard E1, Helbling JC1, Tridon C1, Fayoux A2, Cador M2, Desmedt A3, Pourtau1, Konsman JP1 et Mormède P1
1INRA, UMR 1286 PsyNuGen, CNRS ,UMR 5226, Université de Bordeaux II, Bordeaux, France ; 2UMR 5227 Psychobiologie des desadaptations, CNRS/Université de Bordeaux II, Bordeaux, France ; 3UMR5228 Centre de Neurosciences Intégratives et Cognitives, CNRS/Université Bordeaux I, Talence, France

La libération de glucocorticoïdes suite à un stress est influencée par de nombreux facteurs, incluant la transcortine. Dans cette étude, nous avons examiné l’effet d’une déficience en transcortine d’abord sur les niveaux de glucocorticoïdes à l’état basal ou après stress et ensuite sur des comportements associés à une altération des taux de glucocorticoïdes. Nous montrons que les concentrations de glucocorticoïdes totaux en basal et après stress sont diminuées mais les concentrations de corticostérone libre sont normales au début de la phase active. Les niveaux de corticostérone urinaire sont normaux ainsi que l’activation de l’axe corticotrope après une stimulation pharmacologique ou psychologique. Aucune différence n’a été détectée entre les souris déficientes en transcortine et les contrôles pour la réponse comportementale à des stress modérés et des traits associés à l’anxiété. Cependant, les souris déficientes en transcortine montrent un comportement de résignation accru suite à un stress intense et incontrôlable ainsi qu’une absence de sensibilisation à l’effet locomoteur induit par la cocaïne. En conclusion, nous démontrons qu’une variabilité des taux de transcortine conduit à un réservoir de glucocorticoïdes réduit et que ceci est suffisant pour altérer des comportements liés à la dépression et à l’addiction.




	O3 
Insulin modulation of LH secretion in normal female volunteers and lean PCOS patients 

Francois PRALONG 1,3,6, Moret M1, Stettler R4, Rodieux F4, Gaillard RC1,3, Waeber G2,3, Wirthner5, Giusti DV1,3 and Tappy L1,3,4
Services of Endocrinology, Diabetology and Metabolism1, Medicine2, and Center for CardioVascular and Metabolic Diseases3, University Hospital, and Department of Physiology4, Faculty of Biology and Medicine, Lausanne, Switzerland; 5Centre de Procréation Médicalement Assistée, Lausanne, Switzerland; 6Service of Endocrinology, Diabetology and Metabolism, University Hospital, Geneva, Switzerland

Background/aims - Endocrine features of polycystic ovary syndrome (PCOS) include altered ovarian steroidogenesis, hyperinsulinemia and abnormal LH secretion. This study was undertaken to further evaluate the role of insulin to modulate LH secretion in lean PCOS patients with normal insulin sensitivity and normal volunteers. 

Methods - Study was performed in five non obese patients diagnosed with PCOS on the basis of amenorrhea and a polycystic morphology at ovarian ultrasound, and five normal controls matched for weight and age. All subjects were phenotyped, and then admitted for 12 hours of frequent (q 10’) blood sampling on two separate occasions, once for a baseline study and the other time for a hyperinsulinemic and euglycemic clamp study. LH was measured in samples obtained throughout each admission in order to perform LH pulse analysis.

Results - Baseline LH secretion in PCOS subjects was significantly different from controls: they had higher LH levels, higher LH/FSH ratios as well as a faster LH pulse frequency than normal women. Insulin administration did not affect the pattern of LH secretion of PCOS patients, whereas it increased significantly the LH pulse frequency while decreasing the LH interpulse intervals in the controls.  

Conclusions - These data confirm that an abnormal pattern of LH secretion characteristic of PCOS can be observed in lean patients, and appears independent of peripheral insulin levels. Furthermore, our results in lean controls provide the first direct evidence that peripheral insulin can modulate the activity of hypothalamic GnRH neurons in the human.
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C5 
Role of kisspeptins in the physiologic regulation of the gonadotropic axis 
Manuel TENA-SEMPERE

Department of Cell Biology, Physiology and Immunology, University of Córdoba, Córdoba, Spain
Kisspeptins, the products of KiSS-1 gene acting via G protein-coupled receptor 54 (GPR54), have recently emerged as fundamental gatekeepers of gonadal function by virtue of their ability to stimulate GnRH release and, hence, gonadotropin secretion. Indeed, since the original disclosure of the reproductive facet of the KiSS-1/ GPR54 system due to the identification of inactivating mutations of GPR54 in patients with hypogonadotropic hypogonadism, an ever growing number of genetic and experimental studies have substantiated the paramount importance of kisspeptins and their receptor in the regulation of the gonadotropic axis in mammalian and (likely) non mammalian species. In this presentation, we will review the most salient data, obtained mainly with laboratory rodents, that have helped to define the physiologic roles and putative pharmacological implications of kisspeptins in the control of male and female gonadotropic axis. Special attention will be devoted to summarize (i) the effects of kisspeptins on gonadotropin secretion, at different physiologic states and experimental conditions; (ii) the primary mechanisms of action of kisspeptins in the control of gonadotropin release; (iii) the roles of specific populations of kisspeptin-producing neurons at the hypothalamus in mediating the feedback effects of sex steroids; (iv) the function of kisspeptins in the generation of the pre-ovulatory surge of gonadotropins; (iv) the influence of sex steroids on GnRH/gonadotropin responsiveness to kisspeptins; and (vii) the roles of KiSS-1 neurons in conveying metabolic information onto the hypothalamic centers governing reproduction. Altogether, the experimental evidence gathered during the last four years convincingly demonstrate that kisspeptins and their receptor, GPR54, are indispensable elements in the neuroendocrine circuitries responsible for proper activation of reproductive axis at puberty, and its dynamic regulation throughout the life-span by a wide array of regulatory signals, including gonadal and metabolic factors as well as environmental cues.

_____________________________________________________________________________________


C6 
Rôle de la forme polysialylée de NCAM dans l’activité des neurones à GnRH

Isabelle FRANCESCHINI, Desroziers E, Ottogalli M, Lomet D, Duittoz A et Caraty A

INRA Tours, UMR6175 INRA/CNRS/Univ. Tours/Haras Nationaux, Nouzilly, France 

La molécule d’adhésion neurale NCAM et sa forme polysialylée (PSA-NCAM) jouent un rôle important dans la morphogenèse du système nerveux et participe tout au long de la vie à de nombreuses formes de plasticité structurale associées à des changements d’activité neuronale. Ici, la fonction de cette molécule a été étudiée dans un système neuroendocrinien particulier: le système à GnRH (gonadotropin releasing hormone). Nous avons mis en évidence une forte présence de PSA-NCAM dans l’entourage des neurones à GnRH et analysé les conséquences de sa dégradation enzymatique par l’endoneuraminidase N (endoN) dans deux modèles biologiques permettant de mesurer une activité neurosécrétrice de type pulsatile ou de type pic pré-ovulatoire, respectivement 1) des cultures primaires de neurones à GnRH obtenues à partir d’explants de placodes olfactives et 2) des brebis traitées par des stéroïdes sexuels pour mimer les variations du cycle œstrien. 

In vitro, dès le 10ème jour de culture, une forte immunoreactivité pour la PSA-NCAM est présente à la périphérie des neurones à GnRH et perdure au moins jusqu’au 24ème jour. à ce stade, de nombreuses cellules ont acquis un phénotype de type glial, exprimant la S100b et la GFAP. Elles ont une morphologie plutôt bipolaire et présentent de très long prolongements en étroite association avec les neurites à GnRH. Cette différenciation gliale survient de manière concomitante à une augmentation du recouvrement synaptique des neurones à GnRH (estimé par une immunoreactivité pour la synapsine), du contenu en GnRH des neurones et du taux de sécrétion de GnRH dans le milieu. Une analyse de microscopie confocale suggère que la PSA-NCAM est présente aux interfaces glies-neurones. Un blocage du transport protéique a provoqué une accumulation de PSA-NCAM dans le golgi d’environ la moitié des cellules GFAP+. Des analyses morphométriques de cultures immunomarquées pour la GnRH, la synapsine et la GFAP suggèrent que la dégradation de la PSA-NCAM membranaire conduit à un remodelage neuroglial et synaptique. 

_________________________________________________________________________________

C7 
Expression des gènes circadiens dans un modèle original de cellules sécrétrices de GnRH
Virginie MANSUY1, Risold PY2, Glauser M, Fraichard A2 and Pralong F1
1Service of Endocrinology, Diabetology, and Metabolism, Department of Medicine, University Hospital, Lausanne, Switzerland; 2Équipe Estrogènes, Expression Génique et Pathologies du Système Nerveux Central, Université de Franche-Comté, U.F.R. Sciences et Techniques, IFR 133, Besancon, France
The circadian biological clock is an important modulator of the reproductive axis and in addition to estradiol stimulation, the timely regulation of Gonadotropin-Releasing Hormone (GnRH) secretion in rodents requires a GABAergic signal to GnRH neurons. We hypothesized that GEC1, a protein promoting the transport of GABAA receptors to the cell membrane that is subjected to circadian regulation in the liver, could represent a molecular circadian effector gene in GnRH neurons. In this study, we could show by in situ experiments coupled to immunohistochemistry that Gec1 are coexpressed with the GABAA receptor and GnRH neurons in hypothalamus of rat brain. Moreover, we demonstrated that the clock genes per1, cry1 and bmal1 are expressed and oscillate after a shock serum in immortalized GnRH-secreting GnV-3 cells demonstrating that a functional clock machinery exists in this original model of rat cells conditionally immortalized. After caracterisation of the model in terms of circadian rhythms,  we showed that gec1 was expressed and was able to oscillate in these cells, in a manner temporally related to the oscillations of the clock transcription factors. Finally, we observed that the post-synaptic GABAA receptor levels at the GnV-3 cell membrane can be timely modulated following a shock serum. Overall, they provide a novel mechanism accounting for the circadian regulation of GnRH secretion by GABA, an observation that may pertain not only to the circadian control of reproduction by the hypothalamus, but also to the general understanding of circadian regulations, either in the central nervous system or in peripheral tissues.

_____________________________________________________________________________________


C8 
Codes transcriptionnels responsables de l’expression hypophysaire et extrahypophysaire du récepteur de la GnRH, un acteur majeur du contrôle de la Reproduction

Jean-Noël LAVERRIÈRE, Schang AL, Bleux C, Ngô-Muller V, Chenut MC, Magre S, Cohen-Tannoudji J, et Counis R

CNRS UMR 7079, Physiologie et Physiopathologie, Université Pierre et Marie Curie ,Paris 6, Paris, France

La GnRH et son récepteur jouent un rôle déterminant dans le contrôle de la fonction de reproduction chez de nombreuses espèces, des mollusques aux primates. Chez les mammifères, ce couple opère sur plusieurs organes, hypophyse mais aussi cerveau ou gonades, suggérant des fonctions multiples et spécifiques, acquises progressivement au cours de l’évolution. En définissant les codes transcriptionnels qui gouvernent l’expression du gène du récepteur (r-gnrh) dans ces différents tissus, nous espérons découvrir des facteurs de transcription communs, témoins d’une combinatoire originelle, ainsi que des facteurs caractéristiques de chaque tissu, causes ou conséquences de sauts évolutifs majeurs. Dans l’hypophyse, qui constitue une innovation évolutive des vertébrés, nous avons ainsi démontré la participation des facteurs AP-1 et CREB et celle de facteurs d’expression plus restreinte comme le facteur stéroïdogénique SF-1 et/ou LRH-1. Des facteurs à homéodomaine occupent aussi une place capitale dans cette combinatoire, notamment les protéines LIM, LHX3 et ISL-1, qui régulent, via deux éléments bien caractérisés, l’activité du promoteur de rat ainsi que celle des promoteurs murin et humain. Ces protéines présentent des domaines fonctionnels très conservés, des protostomiens aux mammifères, marques d’une pression de sélection élevée. Nous avons établi des corrélations fortes entre l’expression de ces facteurs et celle du r-gnrh, in vitro sur des lignées cellulaires gonadotropes et in vivo chez des souris transgéniques exprimant un gène rapporteur sous contrôle du promoteur du r-gnrh. L’étude ontogénétique de ce modèle révèle une expression précoce du transgène dans les gonades mâles (12,5 jours embryonnaires [E]) et dans l’hypophyse (13,5 E), intermédiaire dans la glande pinéale (14,5 E) et la rétine (18,5 E) (site d’expression du r-gnrh chez les poissons), et plus tardive dans l’hippocampe (15 jours post-nataux). Si l’ontogenèse reflète la phylogenèse, la fonction du r-gnrh hippocampal et le code transcriptionnel associé à cette expression chez les mammifères seraient donc des acquisitions récentes. L’extension de cette analyse à des groupes dont l’origine précède celle des vertébrés devrait permettre d’appréhender la combinatoire originelle. La confrontation de ces résultats permettra de retracer l’évolution moléculaire des codes transcriptionnels qui dictent l’expression du r-gnrh et contrôlent ainsi une fonction fondamentale du vivant, la reproduction.

_____________________________________________________________________________________


La testostérone joue un rôle crucial dans la différenciation sexuelle du système nerveux chez le mâle. Elle peut soit agir directement sur le récepteur des androgènes (AR), soit être métabolisée en oestrogènes et activer indirectement les récepteurs des oestrogènes (ER). Afin de déterminer l’importance de l’AR dans l’expression des comportements mâles, nous avons généré des souris invalidées pour l’AR dans le système nerveux en croisant des souris portant l’AR floxé avec des souris exprimant la recombinase Cre sélectivement dans les cellules neuronales et gliales. Cette invalidation conditionnelle de l’AR dans le système nerveux n’interfère pas avec la différenciation mâle du tractus urogénital. Les mâles ARNesCre présentent des taux sériques élevés de LH et de testostérone. Cependant, leurs comportements sexuel et agressif sont profondément altérés. Ces perturbations sont associées à une préférence olfactive, un état d’anxiété et un nombre de neurones ER(-immunoréactifs, comparables à ceux des mâles contrôles. Des altérations plus importantes ont été obtenues avec des mâles castrés implantés en testostérone.

	L’ensemble de ces résultats démontre, pour la première fois grâce à l’utilisation d’un modèle génétique pertinent, l’importance de l’AR dans l’expression des comportements mâles et dans la régulation de l’axe hypothalamo-hypophysaire-gonadotrope.





	


	O6 
KiSS1 est régulé de façon positive par les estrogènes via ERalpha dans les cellules gonadotropes.

Marie-Laure KOTTLER1,2, Richard N1,2 et Corvaisier S2
1Département génétique et reproduction, CHU de Caen, Caen, France ; 2A 2608 "Estrogènes et reproduction", IFR146, Université de Caen. Caen, France

Il est admis que les kisspeptines (produits du gène KiSS1) et leur récepteur GPR54 régulent la sécrétion des hormones gonadotropes en contrôlant la sécrétion de la GnRH. Nous avons étudié leur localisation cellulaire par immunohistochimie et leur régulation par différents modulateurs hormonaux par PCR quantitative, au niveau de l’hypophyse antérieure chez le rat. Toutes les cellules LHb positives sont aussi positive pour kisspeptine 54 mais cette localisation n’est pas exclusive. Toutes les cellules GPR54 positives sont aussi LH positives mais toutes les cellules LH positives n’expriment pas GPR54. Les études chez la femelle montrent que l’expression de KiSS1 est régulée par les estrogènes. Après ovariectomie l’expression de KiSS1 s’effondre ; l’administration d’estradiol restaure les niveaux d’expression.  La stimulation persiste lorsque l’action de la GnRH est bloquée par l’administration d’agoniste ou d’antagoniste, suggérant un effet direct hypophysaire. L’administration d’agoniste spécifique ER( et/ou ER( montre clairement l’utilisation de la voie ER(. Au contraire, l’expression de GPR54 est régulée de façon positive par la GnRH et négativement par une exposition chronique à l’œstradiol. Les gènes KiSS1 et GPR54 sont exprimés dans les cellules gonadotropes et pourraient ainsi jouer un rôle dans le contrôle de la sécrétion des gonadotropines.




	Nouvelles Technologies en Neuroendocrinologie

O7 
Le microporator MP-100, une nouvelle generation d’électroporateurs

Stéphanie CARLEVARO,

Labtech

La Microporation est une nouvelle technologie d’électroporation pour cellules eucaryotes (incluant les cultures primaires) développée par Digital Bio Technology. L’originalité de la technique tient au remplacement de la cuvette par un système combiné pipette-cône stérile comme lieu d’électroporation. Cette technologie unique élimine tous les facteurs impliqués dans la mort cellulaire en électroporation conventionnelle. Un taux de transfection et une viabilité cellulaire élevés ne représentent que les premiers avantages de la technologie de Microporation

O8 
Nouvelles solutions confocales NIKON, la gamme A1
David POINTU

Nikon

Le A1 est la nouvelle gamme confocale NIKON toute automatisée, permettant de capturer des images confocales de haute qualité de cellules ou d’événements moléculaires à grandes vitesses et avec une sensibilité accrue. Idéal pour les environnements multiutilisateurs, cet équipement permet d’adresser un nombre très important d’applications et intègre de nouvelles technologies tant optiques qu’électroniques pour mettre à disposition un système de très haute qualité et complètement flexible.



	O9 
Accell™ siRNA : Accès à un nouveau monde de RNAi discovery
Brigitte PERTUISET

ThermoFisher

Ces dernières années la technologie des RNAi a évolué en un système puissant qui est utilisé en routine en recherche biologique et médicale. Nous présenterons les points importants et les bonnes pratiques les plus courantes dans la mise en place des expériences utilisant les RNA1 (transport, fonctionnalité, spécificité), et les progressions passées et récentes de cette technologie. Nous discuterons des avantages et inconvénients de l’utilisation des RNAi pour le screening du génome. Finalement, nous présenterons notre dernière innovation, Accell siRNA, qui permet la transfection d’RNAi dans virtuellement tout type cellulaire, sans utiliser de lipides ou de vecteurs, ni d’avoir recours à l’électroporation.

Nous présenterons des données à propos de 1) transfert de siRNA dans des types cellulaires difficiles à transfecter (cellules primaires) ; 2) atténuation d’effets secondaires négatifs généralement associés au transfert des RNA1 ; 3) protocole en 2 étapes applicable à tout type cellulaire et 4) nouvelle application pour un silencing de longue durée (30 jours).




	Selective labeling of membrane proteins for internalization and oligomerization assays using SNAP-tag and CLIP-tag

Kathrin Muentener, Roumanie O, Beaufils F, Brecht A 

Covalys Biosciences AG, Witterswil, Switzerland, affiche 44

The recent development of site-specific protein labeling techniques allows to link -post translation- diverse molecular probes to proteins. The SNAP-tag and CLIP-tag, self-labeling protein tags from Covalys, enable the on demand, covalent addition of a wide range of substrates to fusion proteins in vitro and in living cells. They allow the stable stoichiometric labeling of fusion proteins with fluorescent, affinity or immobilization substrates. Moreover, SNAP-tag and CLIP-tag have been engineered to react with distinct classes of substrates, making it possible to simultaneously label two different proteins in the same assay. A particular strength of the Covalys technology is to decouple expression and labeling of fusion proteins. It gives access to applications in living cells that have been difficult to study so far, in particular complex experimental designs such as exclusive labeling of receptors present on the extracellular side of the plasma membrane or simultaneous dual color labeling of two different proteins. These applications have opened new opportunities, especially in dynamic studies of G protein-coupled receptors. This poster will focus on cell based GPCR assays that have been developed using our protein-tagging technology. We will show that SNAP-tag and CLIP-tag are ideal tools to study ligand induced GPCR internalization in living cells. Indeed, labeling of GPCRs with non-cell permeable substrates enables to selectively image receptors at the plasma membrane and thus to improve the quality of internalization assays. Recently, an innovative methodology has been developed to analyze interactions among GPCRs in live cells (Maurel D. et al., Nature Methods, May 2008). It allows the quantitative analysis of the GPCR oligomerization
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O10
L’activation de la thermogenèse de non-frisson n’est pas altérée au cours du vieillissement chez Microcebus murinus
Jérémy TERRIEN1, Ambid L2, Epelbaum J3, Zizzari P3, Saint-Charles A1, Aujard F1

1Mécanismes Adaptatifs et Évolution, UMR CNRS/MNHN 7179, Brunoy, France ; 2UMR CNRS 5241, Laboratoire de Métabolisme, Plasticité et Mitochondrie, Toulouse, France ; 3Neurobiologie de la Croissance et de la Sénescence, U.549 INSERM, Paris, France

Les perturbations observées au cours du vieillissement chez le Microcèbe, primate malgache nocturne, dans la résistance au froid (hypothermie plus profonde) sont associées à une balance énergétique négative. Une mauvaise gestion des coûts énergétiques de la remontée thermique journalière induite par la thermogenèse de non-frisson (NST) via le métabolisme du tissu adipeux brun (BAT) pourrait expliquer ces déficiences.

Les effets de l’exposition au froid sur l’activation de la NST et du BAT et sur les taux plasmatiques d’IGF-1 et de ghréline, hormones impliquées dans le métabolisme énergétique, ont été étudiés chez des microcèbes adultes et âgés, en saison hivernale.

Après l’exposition au froid, aucun effet de l’âge n’a été mis en évidence pour l’IGF-1 alors que les taux de ghréline sont plus élevés chez les animaux âgés par rapport aux adultes. Les analyses immuno-histologiques du BAT ne montrent pas de différence liée à l’âge dans la production de protéine découplante UCP-1 en réponse au froid, mais ont révélé une diminution du nombre de gouttelettes lipidiques à 12°C chez les microcèbes âgés par rapport aux adultes. L’activation de la NST ne semble donc pas être altérée au cours de l’âge. Les perturbations de la normothermie seraient plutôt liées à une diminution de la disponibilité du tissu adipeux brun en ressources lipidiques.


	O11
Étude de la morphine endogène chez les mammifères

Arnaud MULLER1, Glattard E1, Taleb O1, Kemmel V1,2, Laux A1, Miehe M1, Delalande F1, Roussel G1,2, Van Dorsselaer A3, Metz-Boutigue MH1, Aunis D1, Goumon Y1
1Inserm, U575, Physiopathologie du Système Nerveux, Strasbourg, France ; 2Faculty of Medicine, Institut de Chimie Biologique, Strasbourg, France ; 3CNRS, Laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-Organique, The European School of Chemistry, Polymers and Materials (ECPM), Université Louis Pasteur, LC4-UMR7178, Strasbourg, France
La morphine, identique à celle des plantes, est produite par différents tissus de mammifères. Sa voie de synthèse, qui dérive de la dopamine, a été montrée dans la lignée neuronale humaine SH-SY5Y. Récemment, le modèle de la cellule chromaffine nous a permis de montrer la présence de morphine-6-glucuronide (M6G) dans des granules de sécrétion de ces cellules, suggérant que la M6G représente un nouveau facteur neuroendocrine. Notre nouvelle étude s’est focalisée sur le rôle des alcaloïdes endogènes dans le SNC. La lignée SH-SY5Y nous a permis de caractériser la morphine et la M6G. Nous avons montré que, dans ce modèle, la morphine est sécrétée de manière calcium-dépendante suite à une stimulation nicotinique. De plus, nous avons montré que dans ces cellules, des concentrations de 10-10 M de morphine et de M6G induisent des courants membranaires pouvant être bloqués par la naloxone. D’autre part, le modèle du cerveau de souris nous a permis de détecter et quantifier la morphine endogène. Ainsi, la morphine est principalement présente dans l’hippocampe, le cortex et le cervelet. Dans le cervelet, l’immunoréactivité à la morphine est localisée dans des cellules en corbeille et leurs terminaisons qui innervent les corps cellulaires des cellules de Purkinje. Nos travaux suggèrent que la morphine endogène est impliquée dans la neuromodulation.
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Les inhibiteurs de l'aminopeptidase A (APA) : un nouveau traitement de l’hypertension artérielle (HTA)

Yannick MARC1,2,3, Bodineau L1,2,3, Frugière A1,2,3, Inguimbert N4,5, Fassot C1,2,3, Roques B4,5 et Llorens-Cortes C1,2,3
1Inserm, U 691, Paris, France ; 2Collège de France, Paris, France ; 3Université Pierre et Marie Curie, Paris VI, Paris, France ; 4Inserm, U640, Paris, France ; 5Université Paris V, Paris, France

L’hyperactivité du système rénine-angiotensine (SRA) cérébral est impliquée dans le développement et le maintien de l’HTA. Nous avons montré que l’APA est une enzyme qui produit dans le cerveau l'angiotensine III (AngIII), l'un des principaux peptides effecteurs du SRA cérébral qui exerce un effet stimulateur tonique sur le contrôle de la pression artérielle (PA) chez le Rat hypertendu. L’APA cérébrale représente donc une cible thérapeutique potentielle pour le traitement de l’HTA. Dans cet objectif, nous avons développé le RB150, un inhibiteur de l’APA puissant et sélectif, inexistant jusqu’à ce jour, capable de passer les barrières intestinale, hépatique et hémato-encéphalique après administration par voie orale. Le RB150, administré par gavage chez le rat hypertendu DOCA-sel, pénètre dans le cerveau, inhibe l'activité de l’APA cérébrale, bloque la formation de l’AngIII et diminue la PA de façon dose-dépendante pendant plusieurs heures. Cette baisse de la PA est due en partie à une baisse de la sécrétion de vasopressine dans la circulation sanguine, qui provoque une augmentation de la diurèse aqueuse et diminue ainsi le volume sanguin contribuant à ramener la PA à une valeur physiologique. Le RB150, en bloquant l'activité du SRA cérébral, pourrait constituer le prototype d’une nouvelle classe d’agents antihypertenseurs à action centrale, actifs par voie orale.
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Activité biologique d’une série d’analogues pseudopeptidiques aza-beta3 du 26RFa, le ligand endogène du GPR103

Olivier LE MAREC1, Neveu C1, Tasseau O2, Guilhaudis L3, Segalas-Milazzo I3, Tena-Sempere M4, Tonon MC5, Baudy-Floch M2, Vaudry H1, Leprince J1
1Inserm U413, Laboratoire de Neuroendocrinologie Cellulaire et Moléculaire, Institut Fédératif de Recherches Multidisciplinaires sur les Peptides (IFRMP 23), Université de Rouen, France ; 2CNRS UMR 6226, ICMV, Université de Rennes, Rennes, France ; 3CNRS UMR 6014, Laboratoire de Résonance Magnétique Nucléaire, IFRMP 23, Université de Rouen, France ; 4Laboratoire de Physiologie, Université de Cordoue, Cordoue, Espagne

Le 26RFa est un neuropeptide de la famille RFamide, ligand naturel du GPR103 qui exerce un effet orexigène. L’analyse du pro26RFa révèle que le précurseur est susceptible de générer une forme tronquée en C-terminal du 26RFa (26Rfa[20-26]) qui s’avère être environ 75 fois moins puissante que le 26RFa à augmenter la [Ca2+]i dans une lignée CHO-GPR103. La modélisation moléculaire sous-contraintes RMN du 26RFa en milieu micellaire montre que la région N-terminale se structure en hélice alpha et que l’extrémité C-terminale adopte un coude-gamma. Le but de ce travail était d’évaluer l’effet de l’introduction d’un résidu aza-beta3, inducteur de coude-gamma, sur l’activité du 26Rfa[20-26]. La substitution des résidus 20 et 21 par l’aza-beta3-glycine augmente d’un facteur 7 et 2 respectivement, la puissance du 26Rfa[20-26]. De même, le remplacement de la Ser23 par l’aza-beta3-(HO)homoThr, qui favorise également la formation de liaisons hydrogène, conduit à un analogue 2 fois plus puissant que le 26Rfa[20-26]. À l’inverse, le pseudopeptide [aza-beta3-Phe22]26Rfa[20-26] est 2 fois moins puissant que le contrôle et les analogues substitués en positions 24 à 26 sont totalement inactifs. Ces données constituent une 1ère étape dans la conception de ligands non-peptidiques du GPR103.

Travail subventionné par l’Inserm (U413, PNR-RE), l’IFRMP 23 et la région Haute-Normandie.
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C9 
Facteurs immunitaires et régulation centrale de l’appétit et du métabolisme

Alice GUYON1, Rovère C 1, Massa F1, Kitabgi P2 , Melik-Parsadaniantz S2 et Nahon JL1
1Université de Nice Sophia Antipolis, Institut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire (IPMC), UMR 6097 CNRS, Sophia Antipolis, Valbonne, France ; 2INSERM E0350, Université Pierre et Marie Curie, Hôpital Saint-Antoine, Paris, France

Quel est le rôle des facteurs inflammatoires (facteurs microbiens comme le lipopolysaccharide ou LPS, cytokines, chimiokines) dans le développement et la maintenance des désordres de la prise alimentaire comme l’obésité et l’anorexie ? Les deux maladies ont été associées à des augmentations de production de cytokines pro-inflammatoires. Ces facteurs peuvent atteindre le cerveau et provoquer des perturbations dans le fonctionnement des réseaux de neurones impliqués dans le contrôle de la prise alimentaire. Parmi les structures impliquées dans le contrôle de la prise alimentaire, l’hypothalamus latéral contient deux populations de neurones produisant des peptides orexigènes : les neurones à MCH (Melanin Concentrating Hormone) et ceux produisant les orexines. Peu de récepteurs aux cytokines sont présents directement sur ces neurones, mais les cytokines provoquent la libération locale notamment par les cellules gliales de nombreux facteurs dont des chimiokines, petites protéines secrétées principalement impliquées dans l’attraction et la circulation des leucocytes, mais également exprimées dans le cerveau. Or, plusieurs récepteurs aux chimiokines sont exprimés par certains neurones de l’hypothalamus latéral. Par exemple, le récepteur CXCR4 à la chimiokine CCL12/SDF-1( (Stromal-Cell Derived Factor-1() et le récepteur CCR2 à la chimiokine CCL2/ MCP1 (Monocyte Chemoattractant Protein) sont sélectivement exprimés sur les neurones à MCH. Nos travaux ont montré que l’injection centrale de LPS, qui provoque une  inflammation locale, augmente l’expression de ces chimiokines dans l’hypothalamus. En utilisant la technique de patch-clamp sur des tranches d’hypothalamus de rongeurs, nous avons recherché si les chimiokines pouvaient modifier l’activité électrique de ces neurones. Nous avons utilisé des souris transgéniques dans lesquelles la GFP est sous le contrôle du promoteur de la MCH, rendant ainsi les neurones MCH fluorescents et facilement repérables dans la tranche. Les enregistrements ont révélé que plusieurs chimiokines ont des effets complexes sur l’activité électrique des neurones à MCH.

En résumé, les chimiokines, en modulant l’activité électrique des neurones à MCH, particulièrement importants dans le contrôle de la prise alimentaire et du métabolisme, peuvent être impliquées dans la cascade d’événements qui lie l’inflammation aux troubles de la prise alimentaire.

_____________________________________________________________________________________

C10
Comfort food: metabolic and behavioral consequences

Susanne lA FLEUR
Utrecht, Pays-Bas
Obesity results from alterations in energy balance, i.e. too much caloric intake and/or too little energy expenditure. But what are the factors that determine how much food is consumed and what elements of the diet are involved in the development of obesity and related metabolic disease? It has been postulated that saturated fat and sugar are part of the problem of overeating that leads to excessive weight gain. I will show data from an animal model of obesity, in which rats have free access to saturated fat and a sugar solution in addition to their normal rat pellet food. Consuming this diet results in obesity and rats rapidly exhibit first signs of diabetes. Furthermore, these rats, although obese have increased motivation to work for a food reward, pushing them even further towards overeating and gaining weight. Interestingly, these changes in glucose metabolism and feeding behavior were specific to the combination of fat and sugar, since control groups on diets with only saturated fat or only a sugar solution in addition to normal pellets did gain weight but did not show signs of diabetes or motivation to gain a food reward. Since the brain is important in regulating behavior and metabolism, we next determined whether alterations in neuropeptides in the arcuate nucleus of the hypothalamus (Arc) could explain changes observed in feeding behavior and metabolism after eating fat and sugar. Two neuropeptides, expressed in the Arc, are known to affect both food intake regulation and glucose metabolism. Interestingly, we observed changes in these two neuropeptide systems that can explain why obese rats with fat and sugar do and why obese rats eating fat do not alter metabolism and behavior. The hypothesis is that these alterations in neuropeptide expression are involved in the overconsumption and alterations in glucose metabolism related to obesity.

This work is supported by the Netherlands Organization for Scientific Research (ZonMW/VENI) and the Dutch Diabetes Research Foundation
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Les horloges circadiennes et leurs interactions avec la nutrition
Jorge MENDOZA

INCI, UMR7168, CNRS/ULP, Strasbourg, France

Le comportement et la physiologie chez les mammifères présentent des rythmes quotidiens coordonnés par un système circadien endogène. Ce système possède une structure hiérarchisée, avec une horloge principale située dans le noyau suprachiasmatique (SCN) de l'hypothalamus, qui synchronise des oscillateurs périphériques dans pratiquement toutes les cellules de l’organisme. Le SCN programme des rythmes journaliers comportementaux et physiologiques y compris l'activité locomotrice, le sommeil, la prise alimentaire et le métabolisme. Alors que le SCN est synchronisé principalement par l’alternance de lumière/obscurité, les oscillateurs périphériques sont surtout synchronisés par l’heure de repas. Cependant, le SCN peut aussi être affecté par des signaux liés à la prise de nourriture et au métabolisme, et donc par les rythmes de ces mêmes signaux. Par exemple un nourrissage hypocalorique entraîne des modifications moléculaires, comportementales et physiologiques de l'horloge SCN. Il altère aussi les réponses à la lumière de cette horloge. Récemment nous avons montré qu'un nourrissage hypercalorique (nourriture grasse) chez la souris induit des modifications sur la synchronisation a la lumière du SCN  opposées à celles d’un nourrissage hypocalorique. Ces effets étaient évidents au niveau de la mise à l'heure de la phase des rythmes d'activité locomotrice et de température, la réponse à un décalage horaire et les réponses cellulaires de l'horloge à la lumière. 

Il a été montré que, comme les autres noyaux de l’hypothalamus, le SCN contient des neurones et des récepteurs sensibles à l'hormone du tissu adipeux : la leptine. Nous avons montré que les réponses du SCN à un créneau de lumière in vivo, peuvent être modifiées par une injection de leptine chez la souris. Ces données suggèrent que les signaux périphériques métaboliques modulent directement les réponses du SCN à la synchronisation par des signaux lumineux. L’ensemble de ces résultats indique que les facteurs métaboliques peuvent affecter le système circadien en exerçant une action directe sur le SCN. En outre, ils soulignent l'effet des régimes alimentaires sur la synchronisation de l'horloge circadienne au cycle lumière/obscurité. 

_____________________________________________________________________________________
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Détection centrale des nutriments dans le contrôle de la balance énergétique

Serge LUQUET

Université Paris 7, CNRS UMR 7059, Paris, France

L’homéostasie énergétique est maintenue par un réseau complexe de signaux périphériques et centraux qui renseignent sur le statut nutritionnel d’un organisme. L’intégration de ces signaux au niveau du système nerveux central (SNC) permet de développer une réponse adaptée aux modifications de la disponibilité en nutriments. En particulier, le noyau arqué (ARC) de l’hypothalamus contient les neurones à Neuropeptide Y et à « agouti-related protein » (NPY/AgRP) et les neurones à pro-opiomélanocortine (POMC) qui sont considérés comme de « premier ordre » dans l’intégration des signaux périphériques de faim et de satiété comme la leptine, l’insuline ou la ghréline. Les effets sur la prise alimentaire sont, entre autres, liés à des variations d’expression des peptides orexigènes comme NPY, ou anorexigènes, comme l’alpha-MSH. Les nutriments jouent également un rôle de molécules informatives et des données récentes indiquent que les variations des concentrations plasmatiques de glucose ou d’acides gras libres (AGL) peuvent également être détectées au niveau central par ces neurones spécialisés et moduler en retour le comportement alimentaire, la production hépatique de glucose mais aussi la sécrétion d’insuline. Au niveau cellulaire, il existe dans l’hypothalamus des sous-populations de neurones sensibles (inhibés ou excités) aux AGL dont la caractérisation précise reste cependant encore à établir. A l’échelon moléculaire, l’accumulation d’acyl-CoA et/ou de malonyl-CoA semble être à l’origine d’un signal satiétogène initié par la détection hypothalamique des AGL. De plus, des données récentes de notre laboratoire indiquent que la Nitric Oxide Synthase (nNOS) hypothalamique relaie en partie le signal initié par une surcharge de lipides au niveau central et module le métabolisme périphérique du glucose. 

De façon générale, un dysfonctionnement de ce processus intégratif, en induisant une dérégulation du contrôle nerveux de l’homéostasie énergétique et de la prise alimentaire, pourrait se traduire par la mise en place de troubles physiopathologiques comme l’obésité et le diabète de type 2. Ainsi, un apport excessif chronique d’AGL « par l’alimentation par exemple » pourra entraîner un dysfonctionnement du senseur central des AGL et contribuer, chez les sujets prédisposés, à l’apparition du syndrome métabolique.

_____________________________________________________________________________________
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Co-régulation négative de MC4R et de TRH par la T3 dans l'hypothalamus de souris
Stéphanie DECHERF, Seugnet I, Clerget-Froidevaux MS et Demeneix BA

MNHN USM501, CNRS UMR5166, Paris, France

L’hypothalamus joue un rôle crucial dans le maintien de l’homéostasie énergétique. Les facteurs clés dans ce réseau de régulations sont la POMC, l’(MSH et l’un de ses principaux récepteurs, MC4R, ainsi que le neuropeptide contrôlant la thyroïde, le TRH. Les ARN codant pour MC4R sont très exprimés dans les neurones à TRH. Nous avons émis l’hypothèse que le rétrocontrôle exercé par la T3 sur TRH pouvait être physiologiquement couplé à la signalisation MC4R. Nous avons donc étudié les effets transcriptionnels de la T3 sur MC4R dans un contexte intégré (transfert de gène in vivo). Nous avons montré que l’activité transcriptionnelle du gène MC4R était régulée négativement par la T3 dans l’hypothalamus de nouveau-nés de souris, et que des mutations dans un des sites de réponses aux HT présents dans le promoteur du gène MC4R abolissaient la répression T3 dépendante. Par ARN interférence, nous avons identifié les isoformes des récepteurs aux hormones thyroïdiennes impliquées. D’autre part, nous avons observé qu’un perturbateur endocrinien, le TBBPA, modifiait le niveau de transcription des gènes rapporteurs TRH et MC4R dans l’hypothalamus. Nous pouvons conclure que MC4R et TRH sont co-régulés négativement par les hormones thyroïdiennes, et que ces deux gènes doivent avoir une action conjointe dans le contrôle hypothalamique du métabolisme.





La régulation du comportement alimentaire résulte d’une interaction étroite entre hormones, neuropeptides hypothalamiques et cytokines. Nous avons montré que des souris surexprimant l’Interleukine-7 (IL-7) soumises à un régime gras, ne prennent pas de poids et sont hypophagiques. Parallèlement, l’injection d’IL-7 à des souris C57Bl/6 induit une activation de structures hypothalamiques impliquées dans la prise alimentaire. Notre objectif est donc de préciser le rôle de l’IL-7 dans la régulation du comportement alimentaire.

L’injection d’IL-7 (0.3µg, s.c. ; C57Bl/6) n’affecte pas la prise alimentaire à l’état basal, mais réduit significativement la consommation de croquettes normales ou enrichies en sucrose (situation de préférence) après un jeûne de 18 heures. Ces effets ne résultent pas d’une aversion alimentaire causée par l’IL-7. De plus, l’injection d’IL-7 induit une expression différentielle de la protéine FOS dans l’hypothalamus. Enfin, en condition basale, l’IL-7 augmente l’expression de la POMC (q-PCR) alors qu’en situation de reprise alimentaire, elle augmente celle du récepteur à l’orexine de type 1 et du transporteur au glucose de type 2.

	L’IL-7 peut donc être considérée comme une cytokine-clé impliquée dans la régulation du comportement alimentaire par une action ciblée sur l’hypothalamus.

Financement par l’Institut Benjamin Delessert
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La dénutrition périnatale altère à long terme l’expression circadienne des gènes régulant la prise alimentaire et des gènes de l’horloge

Ricardo OROZCO-SOLIS1, Lopes de Souza S1,2, Matos R1, Grit I1, Kaeffer B1, Manhaes de Castro R2 et Bolaños-Jiménez F1
1UMR PhAN, INRA-Universite de Nantes, France ; 2Centre de Nutrition, Université de Pernambuco, Brésil

Les fonctions physiologiques de la plupart des organismes sont sous la dépendance du rythme circadien dont le dysfonctionnement est associé à des désordres métaboliques. Par ailleurs, il est admis que la réduction des apports nutritionnels pendant le développement périnatal augmente le risque d’obésité et de diabète à l’âge adulte. Aussi, nous avons analysé l’incidence de la dénutrition périnatale sur le rythme journalier d’ingestion de nourriture et sur le profil d’expression circadienne des gènes régulant la prise alimentaire et des gènes de l’horloge. Les ratons, nés de mères nourries pendant la gestation et la lactation avec un aliment appauvri en protéines (8 % versus 20 % de protéine), ont un poids corporel inférieur à celui des ratons issus des mères nourries avec un aliment standard. Ces différences de poids persistent jusqu’à 60 jours malgré l’ingestion après sevrage d’une nourriture standard. Les animaux dénutris présentent aussi une ingestion exacerbée de nourriture essentiellement pendant la nuit. Cette hyperphagie s’accompagne de l’abolition du profil d’expression circadien des gènes du système de l’horloge period1 et Clock ainsi que du gène AgRP, un gène clé dans la régulation de la prise alimentaire. Ces observations indiquent que la restriction nutritionnelle pendant le développement induit des modifications à long terme du système de l’horloge.

	Prix jeunes chercheurs SNE-Servier 
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La restriction alimentaire restaure une rythmicité dans la glande pinéale de rats SCN-lésés

Céline A FEILLET1,2, Mendoza J1, Pévet P1 et Challet E1
1INCI, Département Neurobiologie des Rythmes, UMR7168 CNRS/ULP, Strasbourg, France ; 2Université de Fribourg, Suisse

La sécrétion de mélatonine par la glande pinéale est contrôlée par les noyaux suprachiasmatiques de l'hypothalamus (SCN). Nous avons recherché l’effet d’une restriction temporelle de l’accès à la nourriture (RT) et/ou d’une immobilisation quotidienne sur la synthèse de mélatonine chez des rats SCN-lésés (SCN-X). Nous démontrons que la RT restaure une rythmicité dans la transcription de l’arylalkylamine-N-acétyltransférase (AaNat), l’expression de c-FOS et la synthèse de mélatonine par la glande pinéale. Un stress d’immobilisation quotidien chez des rats SCN-X ne restaure aucune rythmicité dans la glande pinéale. En outre, la combinaison d’une RT et d’un stress quotidien n’affecte pas la rythmicité de l’AaNat ou de c-FOS mais abolit la restauration de la synthèse rythmique de mélatonine. L’effet synchroniseur de la RT sur la rythmicité dans la glande pinéale ne peut donc pas être mimé par des niveaux élevés de glucocorticoïdes circulants. La présente étude démontre que la rythmicité de la mélatonine dans la glande pinéale, jusqu’ici sortie exclusive des SCN, peut également être contrôlée par des informations alimentaires en absence des SCN. Une restriction alimentaire chez des rats SCN-X envoie, probablement via des fibres sympathiques, des stimuli synchronisateurs suffisamment puissants pour induire une rythmicité à la glande pinéale.
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Implication d'une sélénoprotéine dans la régulation de l’homéostasie calcique et la sécrétion hormonale induite par le neuropeptide PACAP
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Les sélénoprotéines se caractérisent par la présence dans leur séquence d’un résidu de sélénocystéine (Sec), un acide aminé contenant un atome de sélénium. Une étude du transcriptome des cellules chromaffines tumorales PC12 au cours de la différenciation induite par le neuropeptide PACAP a mis en évidence la régulation de la sélénoprotéine T (SelT) dont la fonction est inconnue. L'expression du gène de la SelT est rapidement stimulée par le PACAP selon des mécanismes impliquant l'AMPc et le calcium. Chez le rat, la SelT est exprimée de façon ubiquiste très tôt au cours du développement et chez l'adulte. Une analyse par microscopie confocale a permis de montrer que la SelT est une protéine transmembranaire localisée au niveau du réticulum endoplasmique. En utilisant la technique de microfluorimétrie, nous avons observé que la surexpression de la SelT dans les cellules PC12 provoque une augmentation de la concentration du calcium intracellulaire. A l'inverse, l'inhibition de l'expression de la SelT par ARN interférence inhibe l'effet stimulateur du PACAP sur la concentration de calcium, ainsi que la sécrétion induite par ce neuropeptide. Ces données montrent pour la première fois l'implication d'une sélénoprotéine dans la régulation de l'homéostasie calcique et la sécrétion en réponse au PACAP, au cours de la différenciation de cellules neuroendocrines.
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Aromatase dans les progéniteurs neuronaux : invention des Poissons ou exagération d’un mécanisme discret chez les autres Vertébrés?
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Les Poissons téléostéens présentent deux particularités qui n’ont pas été corrélées à ce jour, une très forte expression de l’aromatase B (aroB) dans les cellules gliales radiaires et une très forte activité neurogénique qui n’est pas limitée à une ou deux régions comme chez les autres Vertébrés. Dans ce travail, nous confirmons l’expression exclusive de l’aroB dans les cellules gliales radiaires dans le cerveau du poisson zèbre. En combinant immunohistochimies pour le BrdU, l’aroB et marqueurs neuronaux et gliaux, nous démontrons que les cellules gliales radiaires aroB-positives se divisent activement pour générer de nouvelles cellules qui sont capables 1) de se diviser à nouveau ; 2) de s’éloigner des ventricules en migrant le long des prolongements radiaires et 3) pour un grand nombre d’entre elles, de se différencier en neurones. Au vu du nombre croissant d’études impliquant l’œstradiol dans la neurogénèse chez d’autres Vertébrés, ces données suggèrent que les Poissons téléostéens présentent une exagération d’un mécanisme impliquant l’œstradiol dans la neurogénèse embryonnaire, et la réparation neuronale.
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Rôle du système kisspeptine/GPR54 dans la régulation neuroendocrine de la reproduction

Xavier d'ANGLEMONT de TASSIGNY et Colledge WH

Cambridge University, UK

Il est maintenant admis que la kisspeptine, via l’activation de GPR54, agit principalement en amont de l’activation des neurones à GnRH. Au laboratoire, nous avons produit et caractérisé des lignées de souris transgéniques mutées pour les gènes Kiss1 et Gpr54. L’utilisation de ces souris Kiss1-KO et Gpr54-KO nous a permis d’obtenir de nombreux résultats. Nos travaux montrent que la kisspeptine peut directement provoquer la libération de GnRH par les terminaisons des neurones à GnRH dans l’éminence médiane. Nous montrons également que l’effet excitateur du NMDA sur le système à GnRH/LH nécessite le système kisspeptine/GPR54 puisque les souris Kiss1- et Gpr54-KO ne répondent pas à l’injection périphérique de NMDA par une augmentation de LH. Par ailleurs, il apparaît que le pic pré-ovulatoire de LH induit par un traitement aux stéroïdes gonadiques chez des souris sauvages ovariectomisées n’existe pas chez les deux populations de souris transgéniques. De même aucun neurone à GnRH n’exprime le proto-oncogène c-Fos chez les souris mutées alors qu’environ 50 % l’expriment chez les souris normales. Ceci démontre que le système kisspeptine/GPR54 est essentiel à la survenue du pic pré-ovulatoire de LH. L’ensemble de ces travaux nous permettent de mieux comprendre le rôle primordial de la kisspeptine dans la régulation du système à GnRH/LH.
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L'obestatine n'est pas le ligand naturel du GPR39

Alvear-Perez R (1), Chartrel N (2), Leprince J (2), Iturrioz X (1), Reaux-Le Goazigo A (1), Audinot V (3), Chomarat P (3), Coge F (3), Nosjean A (3), Rodriguez M (3), Galizzi JP (3), Boutin JA (3), Vaudry H (2) and Llorens-Cortes C (l)

(l) INSERM U691, Collège de France, Paris, France (2) INSERM U413, Laboratory of Cellular and Molecular Neuroendocrinology, European Institute for Peptide Research (IFRMP 23), University of Rouen, Mont-Saint-Aignan, France (3) Institut de Recherches Servier (IdRS), Centre de Recherches de Croissy, Croissy-sur-Seine, France

Par une approche bioinformatique, Zhang et coll. (Science 2005, 310 : 996-9) ont identifié un nouveau neuropeptide, l'obestatine, qui dérive du précurseur de la ghréline. Ces mêmes au​teurs ont identifié l'obestatine comme étant le ligand naturel du récepteur orphelin couplé aux protéines G, le GPR39. Nous avons synthétisé l'obestatine humaine ainsi que différents frag​ments d'obestatine pour caractériser le GPR39. Nous avons constaté que l'obestatine ne se lie pas au GPR39 et n'a pas d'effet sur la production d'AMPc, ni sur la mobilisation de calcium intracellulaire, ni sur l'internalisation du GPR39. D'autre part, l'injection par voie i.c.v. d'obestatine (8 nmol par kg) chez des souris à jeun pendant 16 heures, n'a aucun effet significatif sur la consommation de nourriture pendant la première heure suivant l'administration du peptide. Pendant les deux heures suivantes, l'ingestion de nourriture est légèrement réduite comparée aux animaux témoins. Ces résultats montrent que l'obestatine n'est pas le ligand endogène du GPR39 bien qu'il provoque un effet inhibiteur modeste sur la prise alimentaire (Chartrel et coll., 2007, 315: 5813). Nous poursuivons la recherche du récepteur de l'obestatine en évaluant la capacité de ce peptide à induire l'internalisation d'autres récepteurs orphelins tels que: le GPR19, le GPR61 et le GPR72. 
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Metformin reduces food intake in high fat-fed rats by interfering with the regulation of hypothalamic neuropeptide Y

Aubert G (1), Mansuy V (1), Voirol MJ (1), Tappy L (2), Pellerin (2), Pralong F (1)

(l) Service of Endocrinology, Diabetology and Metabolism and Lausanne Center for Metabolic and Car​diovascular Diseases, Lausanne, Switzerland (2) Department of Physiology, University Hospital and Faculty of Biology and Medicine, Lausanne, Switzerland 

This study was conducted in diet-induced obese (DIO) rats. DIO were compared with two different controls: diet-resistant(DR) rats and lean animals (NC). Forty male rats were subjected to 6 months of high fat diet, whereas ten animals were kept on standard chow. After 6 months, high fat-fed rats with a body weight exceeding 2 standard deviations of the mean weight were called DIO, and the others were DR. Rats from these three groups receive daily i.p. injections of either metformin or saline. Food intake and body weight were measured daily, and animals were sacrificed after 2 weeks. Arcuate nucleus was dissected out using the micropunch technique. mRNA levels of some arcuate gene were assessed by real time qRT-PCR. 

ln saline treated animals, a significant correlation was observed between weight and NPY and POMC mRNA levels. Metformin treatment was found to induce significant reductions of food intake that were accompanied by decreases in body weight in DIO rats. These changes in DIO animals were accompanied by a disruption of the correlation existing between weight and hypothalamic NPY gene expression. Taken together, these results suggest that in vivo as well, metformin reduces feeding by modulating the physiological regulation of hypothalamic NPY. Further studies are currently focusing on the potential role of the leptin receptor system in these modulations. 
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Des changements structuraux et métaboliques sont observés par IRM dans l'hypothalamus de la Femme au cours du cycle ovarien artificiel

Baroncini M (l,2,3), Jissendi P (4), Dewailly D (5), Pruvo JP (4), Francke JP (1,2), Prevot V (1)

(1) INSERM Unité 837, Lille, France ; (2) Laboratoire d'Anatomie, Faculté de Médecine, Université de Lille 2, France ; (3) Pôle de Neurochirurgie, hôpital Roger Salengro, CHRU de Lille, France ; (4) Service de Neuroradiologie, hôpital Roger Salengro, CHRU de Lille, France ; (5) Service de Gynécologie Endocrinienne, hôpital Jeanne de Flandres, CHRU de Lille, France

Les études conduites chez le rongeur montrent que l'activité des neurones à GnRH est modulée par des influx transsynaptiques émanant de multiples réseaux neuronaux et par les cellules gliales , via entre autres, des remaniements structuraux. Quelques études neuroanatomiques menées chez l'Homme suggèrent qu'il puisse en être de même dans notre espèce; cependant et à notre connaissance, aucune étude fonctionnelle n'a jusqu'alors été réalisée. 

Ici, en utilisant une IRM de 1.5 T, nous avons étudié la diffusion des molécules d'eau (qui varie en fonction des contraintes physiques de leur environnement) et l'activité métabolique de l'hypothalamus par spectroMR chez 20 volontaires sains de 18 à 25 ans (10 hommes, 10 femmes). Les femmes étaient sous oestroprogestatifs minidosés et donc sous cycle ovarien artificiel. 

Les résultats n'ont montré aucune différence entre hommes et femmes. Cependant, le suivi des femmes à deux stades clés de leur cycle artificiel montre clairement que la diffusion des molécules d'eau est facilitée quand l'hypothalamus est actif (2 jours avant la reprise de la pilule) vs inhibé (13 j après le début de prise la pilule; coefficient apparent de diffusion J2 vs J13, p = 0,015). De même l'activité métabolique de l'hypothalamus diffère entre ces deux stades chez la Femme comme en témoigne la différence du rapport Choline/NAA (p = 0,046).
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Rôle de l'adrénomédulline dans la différenciation neuroendocrine du cancer de la prostate

Berenguer-Daizé C (l,2), Boudouresque F (l,2), Dussert C (l,2), Figarella-Branger D (1), Martin PM (l,2,3), Ouafik LH (l,2,3)
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Au cours de ces dernières années, la présence de cellules neuroendocrines (NE), dans le cancer de la prostate (CaP), a fait l'objet d'une grande attention quant au rôle joué dans l'émergence de l'hormono-résistance. Dans cette étude, nous montrons que l'adrénomédulline (AM) joue un rôle dans l'apparition de la composante NE associée à cette phase de résistance. En effet, après suppression androgénique, le taux d'AM augmente in vitro et in vivo chez des souris castrées, xénogreffées avec des cellules androgéno-sensibles LNCaP. Nous avons également mis en évidence que l'AM est capable d'induire une différenciation de type NE au sein de la lignée LNCaP (prolongements cytoplasmiques, expression de la NSE) via la voie de signalisation GMPc-PKG. Chez les souris xénogreffées non castrées, l'administration d'AM entraîne une augmentation de la NSE et de la ChgA sans affecter la croissance tumorale; tandis que chez des animaux castrés, l'AM est capable d'augmenter le volume tumoral.

Ces résultats montrent que l’effet de l’AM dépend de la présence ou de l’absence des androgènes endogènes. L’AM peut donc agir comme un médiateur de la différenciation NE, laquelle joue un rôle dans la reprise tumorale du CaP après castration androgénique.
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Influence de l'apéline, un neuropeptide récemment identifié, sur le système ocytocinergique magnocellulaire chez la Rate allaitante

Bodineau L (1), Osterstock G (1), Frugière A (1), Moos F (2), Llorens-Cortes C (1)

(l) INSERM U 691, Collège de France, Université Pierre et Marie Curie, Paris, France ; (2) Université de Bordeaux CNRS UMR5226, INRA UMR1286, UFR de Pharmacie, Bordeaux, France

Fin 1998, l'apéline a été identifiée comme le ligand endogène du récepteur orphelin APJ. Des études de double marquage ont montré que l'apéline est colocalisée avec l'ocytocine dans les neurones magnocellulaires des noyaux paraventriculaire et supraoptique de l'hypothalamus. Notre objectif a été d'étudier si l'apéline intervenait dans la régulation de ces neurones. Le modèle utilisé est celui de la Rate allaitante qui présente une hyperactivité des neurones ocytocinergiques bien caractérisée. Nous avons montré que l'apéline, administrée par voie i.c.v. diminue i) l'activité électrique unitaire des neurones magnocellulaires ocytocinergiques ii) le nombre des neurones ocytocinergiques actifs (pour cela, nous avons utilisé la détection immunohistochimique de la protéine FOS, un marqueur de l'activité neuronale, couplée à celle de l'ocytocine) iii) la quantité de lait éjecté lors de la mise en jeu du réflexe d'éjection par la succion des mamelons.

En résumé, ces travaux montrent pour la première fois que l'apéline colocalisée avec l'ocytocine dans les neurones ocytocinergiques inhibe par un effet autocrine ou paracrine l'activité de ces neurones et participe au cours de la tétée à la régulation de l'éjection du lait. 
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Testosterone regulation of cell adhesion molecules in the Bed Nucleus of the Stria Terminalis and its target areas

Bolborea M (1), Steinlechner S (2), Pévet P (1), Klosen P (1) 

(1) CNRS UMR 7168 Neurobiology of Rhythms, Strasbourg, France; (2) Institute for Zoology, TiHo, Hannover, Germany

Several neurotransmission systems in the brain display modulations in the expression of neurotransmitters, neuropeptides or their receptors in response to variations of circulation sex steroids. Strong seasonal modulations of these steroids are observed in photoperiodic rodents like hamsters. The Bed Nucleus of the Stria Terminalis (BNST) of the Djungarian hamster (Phodopus sungorus) displays variations in vasopressin and galanin expression in response to photoperiodic variations of testosterone. These changes in neuropeptide expression constitute a neurochemical plasticity. To evaluate a potential seasonal structural plasticity controlled by sex steroids, we have investigated the expression of cell adhesion molecules involved in neural plasticity (NCAM, L1,…) in BNST neurons and their target areas.

Djungarian hamsters were adapted to short photoperiod to induce full regression of the testicles, and thus fully lowered testosterone levels. The animals then received testosterone implants. We describe the kinetics of NCAM and L1 expression in the BNST and its target areas, the LS and the LHb, in response to testosterone exposure. Both NCAM and L1 appear to be regulated by testosterone in the BNST system, suggesting that the neurochemical plasticity of neuropeptide expression is complemented by a structural plasticity.
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Molecular mechanisms of secretory granule recycling in neuroendocrine cells: role of scramblase-mediated dynamics of phosphatidylserine

Ceridono M, Momboisse F, Ory S, Calco V, Haeberlé AM, Bailly Y, Bader MF, Gasman S

CNRS UMR7168-LC2 INCl, Strasbourg, France

ln neuroendocrine cells, release of hormones and neuropeptides occurs through a tightly calcium-regulated exocytotic process of large dense-core secretory granules. Most of our knowledge regarding the trafficking of secretory granules is related to stages preceding granule fusion with the plasma membrane. How these cells regulate membrane balance remains largely unexplored. The aim of the present work is to investigate the molecular mechanisms of secretory granule endocytosis in chromaffin cells. To achieve this, we developed a novel assay to specifically visualize and quantify secretory granules endocytosis, based on the internalization of a granule trans-membrane protein, dopamine-beta-hydroxylase (DBH), after exocytosis. By this assay, we showed that DBH proteins are efficiently internalized by a clathrin- and dynamin2-mediated endocytic process which is complete after 10 minutes, and that internalized DBH molecules reach the early endosomal compartment. ln order to further clarify the mechanisms of granule retrieval we analyzed the role of scramblase-mediated dynamics of phosphatidylserine (PS) in this process. We showed for the first time that scramblase-induced PS outward movement across the plasma membrane at exocytotic sites, while not necessary for exocytosis, is required for the secretory granule membrane retrieval after homone release. 
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Remaniements morphologiques hypothalamiques chez la Brebis suite à une transition photopériodique modifiant l'activité reproductrice

Chalivoix S, Malpaux B, Dufourny L

INRA, PRC, Nouzilly, France
La durée du jour ou photopériode est le principal facteur contrôlant la reproduction saisonnée. Des remaniements structuraux ont été démontrés chez la brebis entre la période d'anoestrus saisonnier et celle de reproduction mais l'implication directe de la variation de photopériode dans cette plasticité reste à démontrer. À des intervalles réguliers (de Jour 0 à Jour 75) suivant le passage d'un traitement lumineux mimant les jours courts (8 h de lumière) à un traitement reproduisant les jours longs (16 h de lumière) et inversement, la variation du contenu en PSA-NCAM, un marqueur de plasticité neuronale, a été mesurée par Western Blot dans différentes régions cérébrales prélevées chez des brebis ovariectomisées et traitées par les oestrogènes. Nos résultats montrent une variation significative du contenu en PSA-NCAM, associée à des variations des taux plasmatiques d’hormone lutéinisante, dans certaines régions cérébrales suite à un passage en jours longs (noyau arqué et hypothalamus prémamillaire) et dans d'autres régions après le passage en jours courts (aire préoptique) alors que dans le cortex, les niveaux de PSA-NCAM sont stables. Une étude concernant l'importance fonctionnelle de ces remaniements neuronaux pour la reproduction saisonnée est en cours. 
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Une perfusion journalière de lipides synchronise les rythmes circadiens chez le Rat

Challet E (1), Pain L (2), Cuesta M (1), Gourmelen S (1), Xavier L (2), Pévet P(1)

(l) INCI, Département Neurobiologie des Rythmes, UMR7168 CNRS/Université Louis Pasteur, Strasbourg, France ; (2) INSERM U666, CRBS, Faculté de Médecine, Université Louis Pasteur, Strasbourg, France

Les rythmes circadiens sont sous la dépendance d'une horloge endogène principale, située dans les noyaux suprachiasmatiques de l'hypothalamus. La synchronisation de cette horloge est basée essentiellement sur une remise à l'heure par des stimuli lumineux. Les déphasages induits par la lumière sont corrélés à une activation de la transcription de deux gènes d'horloge, Per1 et Per2. Des facteurs nutritionnels peuvent aussi agir sur l'horloge suprachiasmatique. Afin d'évaluer les propriétés synchronisatrices des lipides, des rats maintenus en obscurité constante ont été perfusés tous les jours à la même heure pendant plusieurs semaines, d'abord avec du NaCl 0,9 % puis avec une solution d'intralipides (émulsion avec 10 % huile de soja) et à nouveau avec du NaCl 0,9 %. Les rythmes circadiens d'activité locomotrice et de température corporelle ont présenté un libre-cours pendant la perfusion saline, alors qu'ils ont été parfaitement syn​chronisés par la perfusion d'intralipides (0,18 g huile soja/jour = 2 kcal/jour). Une injection aiguë d'intralipides active, au sein des noyaux suprachiasmatiques, la transcription de deux gènes d'horloge, Per2 et Rev-erb, alors que le NaCl 0,9 % est sans effet. Ces données constituent la première démonstration que des lipides circulants peuvent synchroniser l'horloge principale des Mammifères. 
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PPAR( (Peroxisome Proliferator-activated Receptor-() module in vivo la régulation transcriptionnelle du TRH hypothalamique par la T3
Clerget-Froidevaux M-S (1), Kouidhi S (1, 2), Seugnet l (1), Guissouma H (2), Elgaaied A (2),
Demeneix BA (1) 

(1) MNHN USM501, CNRS UMR5166, Paris, France ; (2) Laboratoire de Génétique, Immunologie et Pathologies Humaines, Dept. Biologie, Faculté des Sciences de Tunis, Tunisie 

L'hormone thyroïdienne, par l'intermédiaire de ses récepteurs, joue un rôle important dans le maintien de l'homéostasie énergétique. D'autres récepteurs nucléaires sont également im​pliqués dans cet équilibre, notamment le PPAR(, un récepteur clé du métabolisme dans les tissus périphériques. Dans ces tissus, des interférences entre les voies de signalisation des récepteurs aux hormones thyroïdiennes (TR) et PPAR( ont été décrites. Cependant, ces mécanismes ne sont pas encore élucidés au niveau central. Dans ces travaux, nous avons étudié l'interaction entre TR et PPAR( dans la régulation transcriptionnelle du gène TRH (Thyrotropin-releasing hormone) au niveau de l'hypothalamus de nouveau-nés de souris. Par transfert de gène in vivo, nous avons montré que la surexpres​sion hypothalamique de PPAR( abroge la régulation transcriptionnelle T3-dépendante de TRH. Ceci est levé par la surexpression de RXR( et de TR(1. L'activation du gène PPAR( endogène par ses ligands spécifiques induit une augmentation de l'activité basale de TRH. Nous étudions actuellement l'effet de l'extinction de PPAR( par RNA interférence sur l'activité transcriptionnelle de TRH dans l'hypothalamus. Ces résultats mon​trent pour la première fois l'existence d'un dialogue entre les PPAR et les TR au niveau central, et suggèrent un rôle de PPAR( dans le contrôle central du métabolisme énergétique.
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Remodelage fonctionnel du tissu médullo-surrénalien chez le Rat stressé : quels rôles pour la vasopressine ?

Colomer C, Vincent A, Guillon G, Guérineau NC 
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Nous avons montré, que chez le rat, un stress au froid induit des changements fonctionnels du couplage stimulation-sécrétion des cellules chromaffines, se caractérisant par une augmentation de la fréquence des potentiels d'action et du couplage électrique médié par les jonctions gap. Néanmoins, les facteurs impliqués dans ces effets restent encore à identifier. Étant impliquée dans les états de stress et libérée par les cellules chromaffines, la vasopressine (VP) peut être un candidat potentiel. Nous avons donc caractérisé les effets d'une application de VP sur les cellules chromaffines dans des tranches de glande surrénale de rat. Nos résultats montrent que le pourcentage de cellules chromaffines présentant des augmentations de la [Ca2+]i en réponse à la VP (100 nM, 30 s) double chez les rats stressés. De plus, le couplage jonctionnel entre cellules chromaffines, mis en évidence par la présence de signaux calciques synchrones, est également augmenté en réponse à la VP. Ces résultats sont mimés par la d[Leu4,Lys8]VP, agoniste sélectif des récepteurs Vlb de la VP. Afin de déterminer si ces effets impliquent une augmentation d'expression des récepteurs de la VP, des études de PCR quantitative sont en cours. 

En conclusion, nos résultats sont en faveur d'un rôle de la VP dans les modifications fonction​nelles de la glande médullo-surrénale en réponse au stress. 
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Modulation hypothalamique de la réponse précoce à la leptine par la nutrition périnatale

Coupé B, Fança-Berthon P, Grit I, Hoebler C, Parnet P 
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Les apports nutritionnels précoces peuvent influencer le développement, à long terme, de pathologies associées au syndrome métabolique. Notre objectif est de déterminer l'effet d'un retard de croissance intra-utérin, induit chez le Rat nouveau-né par une réduction des apports protéiques maternels, sur la sensibilité à développer ces pathologies et d'évaluer l'impact de l'alimentation périnatale sur ce développement. Nous avons développé 3 groupes d'animaux : CC (20 %/20 %), RC (8 %/20 %), RR (8 %/8 %) (teneur en protéines du régime maternel pendant la gestation/lactation) et recherché l'existence d'altérations neuroendocrines et comportementales liées à la prise alimentaire à l'âge adulte. Puisque la leptine en période néonatale semble jouer un rôle primordial dans l'organisation des réseaux hypothalamiques, nous montrons que sa concentration plasmatique est plus élevée chez les RC et que le pic apparaît tardivement chez les RR. L'expression hypothalamique du récepteur Ob-Rb est cependant identique dans les 3 groupes. En revanche l'activation de la voie JAK2/STAT3 après injection intrapéritonéale de leptine varie puisqu'une réponse temporelle différente est mesurée sur les noyaux hypothalamiques porteurs de Ob-Rb. Ceci atteste d'une sensibilité à la leptine variable aux stades précoces de développement et qui diffère en relation à l'alimentation périnatale.
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Le système sérotonergique module différemment l'horloge circadienne principale entre rongeurs diurnes et nocturnes

Cuesta M, Mendoza, Clesse D, Pévet P, Challet E
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Chez les Mammifères, il existe deux niches temporelles, diurne et nocturne, associées à un cycle veille-sommeil opposé. Ceci implique probablement l'horloge circadienne des noyaux suprachiasmatiques (NSC). Par rapport au cycle jour-nuit, son fonctionnement et sa synchronisation par la lumière sont similaires entre espèces diurnes et nocturnes. D'autres signaux influencent les NSC, comme la sérotonine (5-HT) provenant des noyaux du raphé et également impliquée dans la régulation du cycle veille-sommeil. Le rôle circadien de la 5-HT a été comparé chez deux espèces de rongeurs placées en obscurité constante, l'une diurne (Arvicanthis) et l'autre nocturne (Rat). Les rythmes journaliers de 5-HT dans les NSC et ceux de leptine et glucose plasmatiques montrent une opposition de phase entre Arvicanthis et Rat. Des injections de fluoxétine (inhibiteur de recapture 5-HT) ont été réalisées à différents temps circadiens, avec ou sans exposition lumineuse. La fluoxétine induit des avances de phase du rythme d'activité locomotrice en fin de nuit chez Arvicanthis et en milieu de jour chez le Rat (période de repos dans les deux cas). De plus, en fin de nuit, la fluoxétine module les déphasages induits par la lumière, positivement chez Arvicanthis et négativement chez le Rat. Ainsi, la rétroaction sérotonergique sur les NSC est opposée entre animaux nocturnes et diurnes.
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Stratégies de conservation d'énergie mises en place en réponse à une restriction calorique modéreé chez un primate (Microcebus murinus)

Dal-Pan A, Aujard F

 Mécanismes Adaptatifs et Evolution, UMR CNRS/MNHN 7179, Brunoy, France

Les stratégies de conservation d'énergie en réponse à une restriction calorique (RC) ont été étudiées chez le Microcèbe, un primate pro simien qui utilise l'hypothermie journalière comme stratégie adaptative du fait de ses faibles capacités de stockage. Les rythmes journaliers de température corporelle (Tc) et les taux d'hormones impliquées dans la régulation de la prise alimentaire (ghréline et peptide YY (PYY)) ont été étudiés pendant la période hivernale sur 12 microcèbes soumis à une RC de 40 % pendant 4 semaines, précédées de 2 semaines témoins ad libitum. Aucune variation significative des taux d'hormones n'est observée au cours de la RC et la balance énergétique reste positive. Des relations sont observées entre taux hormonaux et organisation temporelle de la torpeur. En effet, alors qu'aucune relation n'existe entre hormones et paramètres de température interne en période témoin, les microcèbes dont l'heure d'atteinte de la température minimale journalière est la plus précoce sont ceux qui présentent les taux de ghréline et de PYY les plus élevés. De même, après 4 semaines de RC, les animaux présentant une Tc de nuit et une Tc minimale plus basses possèdent des taux de ghréline plus importants. Le Microcèbe met donc en place très rapidement des stratégies lui permettant de conserver son équilibre énergétique dès les premières semaines de RC. 
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Régulation croisée des taux plasmatiques d'apéline et de vasopressine chez l'Homme par les stimuli osmotiques

De Mota N (1), Iturrioz X (1), Azizi M (2), Blanchard A (2), Peyrard S (2), Chartrel N (3), Vaudry H (3), Corvol P (4), Llorens-Cortes C (1) 
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L'apéline est un neuropeptide colocalisé avec la vasopressine (AVP) dans les neurones magnocellulaires. Nous avons précédemment montré que l'apéline constitue un inhibiteur naturel de l'effet anti-diurétique de l'AVP et qu'elle serait impliquée dans le maintien de l'équilibre hydrique chez le rongeur. Nous avons ensuite initialisé la première étude clinique sur l'apéline réalisée chez le volontaire sain afin de confirmer ce rôle chez l'Homme. Nous avons caractérisé les formes moléculaires de l'apéline produites dans le plasma humain qui correspondent principalement à l'apéline 17 et l'apéline 13 et dans une plus faible proportion, à l'apéline 36. Nous avons observé qu'une augmentation de l'osmolalité plasmatique induite par une restriction hydrique suivie d'une perfusion de soluté hypertonique s'accompagne d'une baisse des taux d'apéline dans le plasma alors que ceux de l'AVP augmentent de façon linéaire. À l'inverse, la baisse de l'osmolalité plasmatique induite par une charge hydrique diminue les taux d'AVP plasmatique alors que ceux de l'apéline augmentent rapidement. Ces résultats montrent pour la première fois chez l'Homme que les sécrétions d'apéline et d'AVP sont régulées de façon opposée par les stimuli osmotiques, suggérant que l'apéline comme l'AVP pourrait jouer un rôle crucial dans le maintien de l'équilibre hydrique chez l'Homme. 
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Couplage stimulation-sécrétion dans la glande médullo-surrénale : une nouvelle approche in vivo
Desarménien MG, Guérineau NC 

Institut de Génomique Fonctionnelle, Département d'Endocrinologie, CNRS UMR5203, INSERM U661, Universités Montpellier 1 et 2, Montpellier, France

La libération de catécholamines par la glande médullo-surrénale, en réponse à l'activation du nerf splanchnique, est une étape-clé dans les réponses au stress. Tandis que les mécanismes cellulaires contrôlant cette sécrétion sont bien documentés, ceux qui modulent la relation entre l'activité du nerf et la sécrétion sont encore méconnus. Notamment, le rôle joué in vivo par le couplage jonctionnel entre cellules chromaffines, pour lequel nous avons décrit l'implication dans la sécrétion ex vivo (Martin et al., J. Neurosci. 2001) reste à caractériser. Afin d'aborder cette problématique, nous développons une technique permettant, sur rongeur anesthésié, de stimuler les afférences et d'enregistrer l'activité électrique des cellules chromaffines (électrode extracellulaire insérée dans la glande). Les cellules chromaffines montrent une activité spontanée faible, pouvant apparaître en bouffées. La réponse à la stimulation est bloquée par application locale d'hexaméthonium (200 µM) dans la glande ou de TTX (3 µM) sur le nerf, ce qui valide notre approche expérimentale. Un cathéter poussé jusqu'au cffur permettra le prélèvement d'échantillons sanguins dans lesquels les catécholamines seront dosées. Via cette approche in vivo, nous étudierons les mécanismes et régulations (notamment le rôle des jonctions gap) dans le couplage stimulation-sécrétion du tissu surrénalien. 




	17
Le GnIH-like dans le cerveau de la Brebis : distribution et interaction avec le GnRH

Dufourny L (1), Formosa S (1), Thiéry JC (1), Bentley G (2), Malpaux B (1)

(1) INRA, PRC, Nouzilly, France; (2) University of California, Berkeley, CA, USA 

Le GnIH est un dodécapeptide amidé découvert dans le cerveau en 2000 chez les Oiseaux et appartenant à la même famille que le kisspeptide. Il possède un effet inhibiteur sur la sécrétion de GnRH. Un GnIH-like a été caractérisé dès 2003 chez les rongeurs. Les neurones à GnIH sont trouvés dans une seule région hypothalamique chez les oiseaux et les rongeurs, respectivement le noyau paraventriculaire et le noyau dorsomédian, et se projettent sur les neurones à GnRH de l'aire préoptique. Notre objectif était de déterminer la distribution des neurones à GnIH-like dans le diencéphale de la brebis et d'étudier les relations neuoanatomiques entre les neurones à GnRH et le système à GnIH. Cinq brebis ont reçu 1 mg de colchicine icv 19 h avant d'être abattues au cours de la saison de reproduction. Leur cerveau a été fixé par perfusion puis coupé au cryostat (16 µm). Les sections ont été analysées après immunocytochimie. Chez la Brebis, des neurones à GnIH sont observés dans le noyau dorsomédian et aussi dans d'autres régions hypothalamiques ainsi qu'au niveau de l'organe vasculaire de la lame terminale. Des doubles marquages immunofluorescents ont permis d'observer une colocalisation importante entre le GnRH et le GnIH dans cette région chez toutes les brebis. Ces résultats suggèrent l'existence d'un contrôle autocrine et/ou paracrine du GnIH sur la sécrétion de GnRH. 
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Les peptides conservés de la chromogranine A sont essentiels à la biogenèse de granules de sécrétion dans les cellules non-endocrines

Elias S (1), Chevalier L (2), Bénard M (3), Driouich A (2), Gasman S (4), Anouar Y (1), Montero-Hadjadje M (1) 

(1) Inserm U413; (2) FRE CNRS 3090; (3) Plate-Forme Régionale de Recherche en Imagerie Cellulaire de Haute-Normandie, IFRMP23, Université de Rouen, Mont-Saint-Aignan, France ; (4) UMR CNRS 7168, INCl, Centre de Neurochimie, Strasbourg, France 

Le clonage de la chromogranine A de grenouille (fCgA) et la comparaison de sa séquence primaire avec celles des orthologues mammaliens ont révélé un haut degré de conservation des régions N- et C-terminales, suggérant que ces domaines sont importants pour l'activité biologique de la CgA. Dans le but d'élucider le(s) rôle(s) intracellulaire(s) de la fCgA, nous avons choisi de l'exprimer dans les cellules COS7, un modèle de cellules non-endocrines dépourvues de voie de sécrétion régulée (VSR), à savoir des granules de sécrétion et de CgA. L'analyse à l'aide de la microscopie électronique des cellules COS7 transfectées par la fCgA a montré l'apparition de structures granulaires à cœur dense. Des études immunocytochimiques ont révélé que les vésicules formées contiennent la fCgA et peuvent stocker le neuropeptide Y co-transfecté dans ces cellules. Les techniques de vidéomicroscopie et de Western blot nous ont permis de démontrer que ces vésicules sont mobiles et capables de libérer leur contenu suite à un influx calcique. Ces activités induites par l'expression de la fCgA dans les cellules COS7 sont abolies lorsque les régions codant les peptides N- et C-terminaux sont délétées. L'ensemble de nos résultats montre que les peptides conservés de la CgA sont impliqués dans la biogenèse de granules de sécrétion fonctionnels dans des cellules non-endocrines. 
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Impact d'un stress immunitaire induit par le LPS sur l'expression de l'EM66 dans le noyau paraventriculaire parvicellulaire hypothalamique

El Yamani FZ (1), Yon L (2), El Ouezzani S (1), Alaoui A (1), Chartrel N (2), Anouar Y (2),
Magoul R (1) 

(1) Laboratoire de Neuroendocrinologie et Environnement Nutritionnel et Climatique, Faculté des Sciences Dhar Mehrez, Université Sidi Mohamed Ben Abdellah, Fès, Maroc ; (2) Laboratoire de Neuroendocrinologie Cellulaire et Moléculaire, INSERM U413, IFRMP 23, UA CNRS, Université de Rouen, Mont-Saint-Aignan, France 

L'EM66 est un peptide issu de la maturation post-traductionnelle de la sécrétogranine II. L'EM66 est présent dans les glandes hypophysaire et surrénalienne et dans différentes structures hypothalamiques, suggérant d'éventuels rôles endocrines et/ou neuroendocrines pour ce peptide. Compte tenu de sa forte expression au sein du NPV parvicellulaire hypothalamique, l'EM66 pourrait être impliqué dans la réponse au stress. L'objectif du présent travail concerne l'étude de l'éventuelle implication de l'EM66 dans la réponse au stress immunitaire induit par le lipopolysaccharide (LPS) chez le rat. L'injection intrapéritonéale du LPS chez le rat induit une augmentation (52 %) du nombre de neurones exprimant l'EM66, mis en évidence par immunocytochimie, au sein du NPV parvicellulaire. Compte tenu de la similarité des profils de distribution des neurones à EM66 et ceux à CRH au sein du NPV et de la fluctuation positive de ces deux neuropeptides suite à la stimulation du système immunitaire, nos résultats suggèrent que l'EM66 serait un neuropeptide accessoire additionnel, coexprimé dans les neurones parvicellulaires à CRH et pourrait participer à la plasticité phénotypique de ces neurones afin de réguler l'activité de l'axe corticotrope. Ces données montrent que l'EM66 pourrait être impliqué dans la réponse au stress, en particulier immunitaire, provoqué par le LPS.
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Établissement d'une lignée de souris exprimant le récepteur MCHR2 humain : première caractérisation fonctionnelle

Enfissi A (1), Friedman H (2), Presse F (1), Peterson A (2), Richard D (3), Nahon JL (1) 

(1) Institut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire, UMR CNRS-UNSA, Valbonne, France; (2) Laboratory of Developmental Biology, McGill University, Montreal, Canada; (3) Chaire Merck FrosstjIRSC, Hôpital Laval, Québec, Canada

L'hormone de mélanoconcentration (MCH) est un peptide hypothalamique impliqué principalement dans le contrôle de la prise alimentaire et de la balance énergétique chez les mammifères. Deux récepteurs à la MCH (MCHRI et MCHR2) ont été découverts dans le cerveau humain et ont été caractérisés en modèles cellulaires alors que seul MCHRI apparaît fonctionnel chez les rongeurs. Chez l'Homme, les premières études génétiques d'association n'ont pas révélé un lien causal entre polymorphisme allélique des gènes MCH ou MCHRI et prédisposition à l'obésité syndromique. Ceci pourrait résulter de l'existence d'un second réseau de régulation lié au MCHR2.

Le but de notre projet est de créer une lignée de souris exprimant le gène humain MCHR2 (KI hMCHR2). Nous avons préalablement caractérisé les transcrits MCHR2 dans le cerveau humain et défini les régions régulatrices du gène. Nous avons fabriqué un construit porteur du promoteur endogène, de la région codante du gène hMCHR2 et d'une séquence IRES-eGFP. Le tout a été inséré par recombinaison homologue au site Hprt situé sur le chromosome X. L'analyse des premiers animaux homozygotes a révélé l'expression des ARNm hMCHR2 principalement au niveau du cerveau et de la rate. Ce modèle animal permettra à terme de déterminer les rôles du MCHR2 dans un contexte physiologique. 
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Tumeurs de la région pinéale et synthèse de mélatonine

Fèvre-Montange M (1), Leston J (2), Champier J (1), Fauchon F (3), Szathmari A (1,2), Honnorat J (1), Claustrat B (4), Jouvet A (1,2)

(1) INSERM, U842, Université de Lyon, Faculté de Médecine Laennec, UMRS842, Lyon, France ; (2) Service de Neurochirurgie et Service de Pathologie Est, Hôpital Neurologique et Neurochirurgical, Bron, France ; (3) Centre de Haute Energie, Nice, France (4) Service d'Hormonologie, INSERM U846, Hôpital Neurologique et Neuro-chirurgical, Bron, France

Les tumeurs de la région pinéale (TRP) sont principalement des tumeurs du parenchyme pinéal (TPP), des tumeurs gliales et des tumeurs germinales (TG). Un recensement a permis de collecter 480 cas dans 22 centres en 20 ans. Les TPP sont classées en 4 grades selon leur différenciation, les grades II et III ont une différenciation intermédiaire (TPPID) et un pronostic incertain. Parmi les tumeurs gliales, nous avons décrit une nouvelle entité, la tumeur papillaire de la région pinéale (TPRP) qui peut provenir de l'organe sous-commissural. La sécrétion de mélatonine a été peu étudiée chez ces patients et son utilisation comme marqueur a été envisagée. Nous avons analysé le rythme nycthéméral de mélatonine chez 24 sujets avec TRP et évalué par qRT-PCR sa synthèse dans 10 TPP, une TPRP et des cultures issues de 7 TRP dont 4 TPP. Un rythme de mélatonine est observé chez 13 patients avec TRP, dont 3 TPP différenciées et une TPRP. Il est absent chez les 11 patients avec TG. Les TPP expriment les transcrits des enzymes de synthèse de la mélatonine. Les cellules tumorales en culture ne les expriment pas. La synthèse de mélatonine n'est pas stimulée par un agoniste bêta-adrénergique dans une TPPID in vitro. Notre étude, qui montre que les cellules des TPP différenciées gardent la capacité de synthèse de mélatonine, peut contribuer à améliorer le diagnostic des tumeurs. 
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Innervation glutamatergique du noyau suprachiasmatique : caractéristiques morphologiques et plasticité nycthémérale chez le Rat

Girardet C (1), Becquet D (1), Blanchard MP (2), Moreno M (1), François-Bellan AM (1), Bosler O (1) 

(1) CRN2M, CNRS-Université Aix-Marseille II & III, Marseille, France ; (2) Centre de Microscopie et Imagerie, IFR Jean-Roche, Marseille, France

En tant que neuromédiateur de la voie rétino-hypothalamique, le glutamate joue un rôle majeur dans la synchronisation photique de l'horloge circadienne. La détection immunohistochimique de ses transporteurs vésiculaires (vGlut) de types 1 et 2 révèle deux catégories de terminaisons dans le noyau suprachiasmatique (NSC). Seules celles exprimant vGlut2 correspondent à des afférences rétiniennes. Indépendamment du temps nycthéméral examiné, elles réalisent de multiples synapses, asymétriques ou symétriques, et convergent fréquemment sur un même élément postsynaptique avec d'autres types d'afférences, notamment GABAergiques (doubles marquages). Elles peuvent également innerver deux dendrites distinctes (doubles synapses). Une analyse confocale nous a permis de démontrer que les terminaisons glutamatergiques participent à la plasticité structurale mise en jeu dans le NSC au cours du processus de synchronisation photique. Cette plasticité se traduit par des remaniements de l'innervation synaptique des neurones à VIP, principales cibles photiques, associés vraisemblablement à une relocalisation des synapses glutamatergiques sur d'autres cibles. Toutefois, d'autres synapses non photiques, notamment GABAergiques, sont également impliquées. Une analyse ultrastructurale quantitative est en cours pour nous permettre de préciser ces mécanismes. 
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Rôle du MCP-1/CCL2 dans la neurotoxicité au méthylmercure

Godefroy D (1), Yasutake A (2), Bourdineaud JP (3), Maury-Brachet R (3), Laclau M (3), Mbarek S (1), Rostène W (1) 

(1) INSERM-Université Pet M Curie UMRS 732, Paris, France ; (2) NIMD, Minamata, Japon ; (3) Université Bordeaux 1 CNRS UMR 5805, Arcachon, France

La pollution par les métaux lourds est un des problèmes mondiaux ayant de graves conséquences sur l'environnement et l'Homme. La catastrophe industrielle de Minamata (1950 Japon), par le méthylmercure (MM), a entraîné des maladies neurologiques (encéphalopathie, dégénérescence neuronale). Nous avons émis l'hypothèse selon laquelle la neurotoxicité du MM serait liée à des phénomènes neuroinflammatoires impliquant des chimiokines. Nous avons donc initié des études in vivo chez la souris et in vitro sur des neurones purs de cortex de Rat et étudié l'influence du Monocyte Chimioattractant Protein 1 (MCP-1) sur la neurotoxicité du MM. Les résultats montrent, in vivo, une chute des concentrations de MCP-1 dans différentes structures cérébrales (hypothalamus, mésencéphale) après intoxication au MM. In vitro, le MM entraîne une mort cellulaire dose (50 nM-5µ M) et temps dépendant, ayant pour conséquence une augmentation de la libération de MCP-1 par les neurones. Le blocage du MCP-1, via un anticorps ou un antagoniste du récepteur CCR2, suggère un rôle protecteur de la chimiokine. À faibles doses (1 nM-25 nM), le MCP-1 protège de la toxicité du MM via un mécanisme impliquant la voie du glutathion qui inhibe la production de radicaux libres. Le caractère nouveau de cette étude montre le rôle des chimiokines dans les intoxications aux métaux lourds.
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Identification de la Morphine-6-glucuronide dans les granules de sécrétion des cellules chromaffines

Goumon Y( 1), Muller A (1), Glattard E (1), Stefano GB (2), Aunis D (1), Metz-Boutigue MH(1)

(1) Unité Inserm U575, Physiopathologie du Système Nerveux, Strasbourg, France ; (2)Neuroscience Research Institute, State University of New York, Old Westbury, USA 

La morphine endogène a été décrite dans différents tissus de vertébrés incluant le cerveau et le foie. La voie de synthèse de morphine chez les mammifères, qui dérive de la voie de synthèse de la dopamine, a été récemment démontrée dans le neuroblastome catécholaminergique humain SH-SY5Y. Les travaux récents réalisés par notre équipe ont montré que la Morphine-6-Glucuronide (M6G), qui dérive de la transformation de la morphine par un enzyme UDP-glucuronosyltransférase 2B (UGT2B), était présente dans les granules chromaffines et les sécrétions. des cellules chromaffines de la médullo-surrénale. Cette M6G possède des activités analgésiques supérieures à la morphine (4-500 fois) suivant le modèle utilisé. Nous avons également caractérisé la PhosphatidylEthanolamine-Binding Protein (PEBP) en tant que ligand intragranulaire de la M6G et décrit la présence d'une enzyme UGT2B formant la M6G dans la matrice des granules. Dans le modèle de la cellule chromaffine, la M6G sécrétée dans le sang lors d'états de stress pourrait avoir des actions systémiques via sa liaison aux récepteurs opioïdes mu présents sur différents types cellulaires. De plus, la PEBP pourrait agir comme un protecteur de la M6G évitant sa clairance rénale. Nos études montrent que la M6G représente un nouveau médiateur endocrine périphérique. 
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Altérations métaboliques précoces mais réversibles chez les petits de souris obèses et variations de l'expression de MC3-MC4R, POMC et AGRP

Gout J, Sarafian D, Tirard J, Vigier M, Rajas F, Mithieux G, Bégeot M,
Naville D
INSERM U855, Universite de Lyon, IFR62, Lyon, France

Le but de l'étude est d'évaluer l'impact de l'obésité maternelle sur le statut métabolique des descendants FI et l'expression de MC3R, MC4R, POMC/alphaMSH et AGRP pour établir une corrélation des variations observées. Dans notre modèle, les descendants FI de souris rendues obèses par un régime riche en lipides et saccharose (HL) sont également nourris après sevrage avec le régime HL. Ils présentent une hyperinsulinémie et hypertriglycéridémie dès J10 et un diabète de type 2 précoce après 4 semaines de régime après sevrage. L'augmentation de l'expression de MC4R observée dès la naissance persiste après 8 semaines de régime. L'expression de MC3R et des ligands est également modifiée. Toutes ces variations visent à mettre en place des mécanismes compensatoires pour inhiber la prise alimentaire et le stockage d'énergie. De plus notre étude montre que le retour à un régime standard ou hyperprotéique introduit pendant 2 semaines dès le sevrage supprime totalement les altérations métaboliques et géniques, ou partiellement si le retour se fait plus tardivement. 

Dans notre modèle, ces données indiquent que même si des perturbations de l'empreinte génique sont induites par un apport calorique excessif pendant la gestation, elles ne sont pas irréversibles puisque le statut métabolique peut être inversé par un régime alimentaire adapté chez les descendants. 
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La puberté, une période clef de la maturation des propriétés électrophysiologiques des neurones à G HRH

Gouty-Colomer LA (1), Méry PF (1), Storme E (1), Guérineau NC (1) Robinson IC (2), Mollard P (1), Desarménien MG (1)

(1) Institut de Génomique Fonctionnelle, Département d'endocrinologie, CNRS UMR 5203 INSERM U661 Universités Montpellier 1 et II, France ; (2) NIMR, London, UK 

La sécrétion pulsatile de GH est un mécanisme essentiel à la croissance corporelle et au métabolisme. Cette sécrétion est modulée au cours du développement postnatal, et particulièrement pendant la puberté, entraînant des changements dans ces deux fonctions. Cependant, il reste encore à déterminer si les propriétés des neurones contrôlant la libération de GH (GHRH et somatostatine) changent aussi pendant le développement postnatal, c'est-à-dire de la naissance à la puberté. 

Des enregistrements en patch-clamp sur tranches aiguës d'hypothalamus de souris GHRH-GFP montrent que les neurones GHRH intègrent des signaux d'afférences glutamatergiques et GABAergiques dès la naissance aboutissant à une activité électrique stable. Cependant, pendant la puberté les paramètres de ces courants synaptiques spontanés sont transitoirement modifiés. De même, le potentiel d'action raccourcit pendant la puberté. Nous avons démontré, grâce à des animaux gonadectomisés puis complémentés en hormones sexuelles, que celles-ci participent à cette maturation. 

En conclusion, les neurones GHRH sont capables de s'adapter à des changements physiologiques tels que la puberté, connue pour impliquer des modifications de la sécrétion de GH, sous l'influence des hormones sexuelles. Il reste maintenant à déterminer comment celles-ci influent sur les propriétés des neurones GHRH. 




	27
Taux circulants de leptine, de ghreline et comportement alimentaire chez des patients schizophrènes traités aux neuroleptiques

Grouselle D (1), Sentissi 0 (1,2), Bourdel MC (2), Olié JP (1,2), Epelbaum J (1), Poirier MF (1,2), Réseau Métab (2) 

(1) UMR 894 INSERM, Université Paris Descartes, Paris, France ; (2) SHU, Hôpital Sainte-Anne, Paris, France

Dans le cadre d'une étude multicentrique chez des schizophrènes (<50 ans), 3 groupes ont été constitués (patients sous neuroleptiques atypiques : n = 93, conventionnels : n = 27, ou non traités : n = 34). Leptine et ghreline ont été mesurées par EIAs le matin à jeun et le comportement alimentaire des patients évalué par le TFEQ et le DEBQ. Après ajustement sur l'âge et le sexe, la leptine est plus élevée (p = 0,0001) chez les patients traités, sans modification notable de ghreline. De plus, la leptine est positivement corrélée avec le BMI et le périmètre abdominal (p<0,0001). Chez les 29 patients ayant développé un syndrome métabolique, la leptine est plus élevée (p = 0,001) alors que le rapport ghreline acylée sur ghreline totale est plus bas (p<0,05). La leptine est associée à des scores élevés de désinhibition (TFEQ, p = 0,007) et de restriction (DBEQ, p = 0,085). Enfin, la ghreline n'est associée à aucun aspect du comportement alimentaire. En conclusion, la leptine semble plus liée que la ghreline aux modifications du comportement alimentaire observées ches les patients sous neuroleptiques. La leptine pourrait constituer un facteur prédictif de développement d’un syndrome métabolique. Ces résultats préliminaires nécessitent d'être confirmés sur un plus grand nombre de patients. 
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Antipsychotiques et syndrome métabolique : influence de la dénutrition maternelle prénatale ?

Guillemot J, Laborie C, Montel V, Dickes-Coopman A, Lefevre F, Lesage J, Breton C, Vieau D

Unité de Neurosciences et de Physiologie Adaptatives (UPRES-EA 4052), Équipe Dénutritions Maternelles Périnatales, Université des Sciences Technologies de Lille, 59655 Villeneuve d’Ascq Cédex, France

Les schizophrènes traités par des neuroleptiques tels que la clozapine (CLZ) développent souvent des traits de syndrome métabolique (SMet). Par ailleurs, l'hypothèse d'une origine développementale de la schizophrénie a été suggérée. Pour tester cette dernière, des rats mâles adultes témoins ou issus de mères dénutries de 70 % pendant toute la gestation (modèle FR30 de sensibilisation accrue au SMet) ont été gavés pendant 1 mois par de la CLZ (30 mg/kg/jour) ou de l'aripiprazole (ARI, 10 mg/kg/jour), ce dernier ne semblant pas provoquer de troubles métaboliques majeurs chez l'homme. Quel que soit le traitement, les rats témoins et FR30 ne présentent pas de gain de poids ni de variations notables de leur prise alimentaire et de leur glycémie. Par ailleurs, la CLZ diminue la sécrétion d'insuline chez les rats témoins et FR30 et celle de leptine et de corticostérone chez les FR30. Le traitement par l'ARI provoque uniquement une baisse de la corticostéronémie chez les FR30. Bien que les deux neuroleptiques n'induisent pas de traits évidents de SMet, leurs effets diffèrent dans les deux groupes de rats, la CLZ semblant modifier plus fortement les paramètres analysés. Les rats FR30 et témoins réagissent différemment à la CLZ et à l'ARI, suggérant que les FR30 présentent des altérations des systèmes de neurotransmetteurs, cibles de ces neuroleptiques. 
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Analyse de la composition corporelle et du métabolisme de souris déficientes en transcortine

Helbling JC, Tridon C, Thiel S, Mormède P, Moisan MP

(1) UMR PsyNuGen, INRA, UMR1286, CNRS UMR5226, Universiée de Bordeaux, France

Les patients déficients en transcortine montrent un surpoids ou une obésité. De plus, une étude de population montre une corrélation négative entre l'adiposité et la concentration de transcortine plasmatique. Afin de comprendre le lien entre transcortine et adiposité, nous avons développé et validé un modèle de souris déficientes en transcortine (Cbg-/- et Cbg+/- ) . Pour chaque génotype, les mesures de poids et taille naso-anale des groupes de souris mâles ont été effectuées à 3, 4 et 6 mois, nous montrant un indice de Lee plus fort chez les Cbg-/-. Par absorptiométrie biphotonique nous avons détecté une densité osseuse plus importante chez les souris Cbg-/- alors que ni le pourcentage de masse grasse ni la glycémie à jeun ne varient entre souris déficientes en transcortine et souris sauvages. De plus, une analyse de l'expression de gènes impliqués dans la régulation de la gluconéogénèse dans le foie, par PCR quantitative en temps réel, chez des souris à jeun, n'a pas mis en évidence de différence entre les groupes. En conclusion, les souris déficientes en transcortine sont plus lourdes que les souris sauvages bien que leur adiposité ainsi que leur glycémie à jeun soient équivalentes. Cependant, les souris déficientes en transcortine montrent une densité osseuse plus élevée, en accord avec leur taux réduit de glucocorticoïdes. 
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Embryonic development of hypothalamic neurons involved in energy balance
Ishii Y (1,2), Li Liu (2), Bouret SG (1,2)

(1) Inserm U837, JPARC, Univ. Lille 2, Lille, France; (2) The Sa ban Research Institute, Childrens Hospital Los Angeles, Univ. Southern California, Los Angeles, CA, USA 

The hypothalamus plays a critical role in the regulation of energy balance. Recent works have demonstrated a core circuitry in the hypothalamus that appears to mediate many of the effects of leptin on feeding and neuroendocrine functions. We recently showed that hypothalamic neural projections develop postnatally and are sensitive to the neurotrophic action of leptin. ln the present study, we used BrdU (a marker of dividing cells) and HUC/D (a neuronal maker) to examine embryonic neurogenesis, paying particular attention to birth of hypothalamic neurons playing a key role in energy metabolism. The results indicate that neurons located in hypothalamic nuclei known to control energy balance are born prenatally and within distinct temporal domains. Thus, neurons located in the arcuate and ventromedial nuclei are born between E12-E14. The lateral hypothalamic area shows a short neurogenic period restricted at E12. ln contrast, the dorsomedial nucleus shows an unusually long neurogenic period. Some neurons are born as early as E12, but many are generated as late as E16. Neurons in the paraventricular nucleus tend to be born earlier (EI0-EI4, with a peak at EI2). Together, these data reveal a novel critical period during which alterations of the intrauterine environment may affect hypothalamic neurogenesis and have long-term consequences on feeding and metabolism. 
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Effet anorexigène de l'insuline : implication du fonctionnement mitochondrial ?
Jaillard T, Roger M, Guillou P, Casteilla L, Pénicaud L, Lorsignol A

UMR 5241 CNRS-Université Paul Sabatier, IFR109, 31062 Toulouse cedex, France 

Dans le système nerveux central, l'insuline diminue la prise alimentaire (effet anorexigène) mais les mécanismes cellulaires de cet effet restent mal compris. Au niveau de l'hypothalamus, des données récentes montrent l'implication de la mitochondrie dans l'effet anorexigène d'une autre hormone, la leptine. L'objectif de notre étude a été de déterminer, au niveau hypothalamique, si la régulation, par l'insuline, de fonctions mitochondriales pouvait être impliquée dans l'effet anorexigène de l'insuline. Par oxygraphie, nos résultats montrent que l'insuline (3 nM) diminue le flux respiratoire mitochondrial de souris sous régime standard. Cette inhibition est indépendante du substrat utilisé (glutamate ou succinate). De plus, l'insuline (3 nM) injectée en intracérébroventriculaire entraîne une production rapide (en 15 min) d'espèces actives de l'oxygène (EAOs) dans l'hypothalamus. Un prétraitement avec un antioxydant (Trolox) supprime cette production d'EAOs et annule l'effet anorexigène de l’insuline. Chez des souris soumises à un régime riche en gras pendant 3 jours, les effets inhibiteurs de l'insuline sur la prise alimentaire et la respiration mitochondriale sont perdus. L'ensemble de nos résultats suggère qu'il existe une corrélation entre le contrôle de la respiration mitochondriale exercé par l'insuline au niveau hypothalamique et son effet anorexigène. 
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Rôle des oestrogènes durant la période prénatale sur les préférences sexuelles et le traitement des informations olfactives chez la souris
Keller M (1), Brock O (2), Bakker J (2)

(1) Physiologie de la Reproduction & des Comportements, UMR 6175 INRA/CNRS/Université de Tours, France ; (2) Centre de Neurobiologie Cellulaire & Moléculaire, Université de Liège, Belgique 

Les mécanismes qui contrôlent le comportement sexuel sont différenciés par l'action périnatale des stéroïdes sexuels. Nous avons montré chez les femelles KO pour l'alpha-foetoprotéine (AFP-KO) que l'exposition aux oestrogènes maternels déféminise de manière radicale le potentiel à exprimer le comportement de lordose à l'âge adulte. Dans cette optique, nous avons également voulu savoir si les préférences sexuelles sont affectées chez les femelles AFP-KO. Des femelles WT ou AFP-KO et des mâles WT ont été testés dans une enceinte à 3 compartiments pour leurs préférences entre un mâle intact vs une femelle en oestrus, ou entre un mâle intact vs un mâle castré. Dans l'ensemble, les femelles AFP-KO expriment des préférences sexuelles proches de celles des mâles WT, ce qui suggère une contribution prénatale des oestrogènes au développement des préférences sexuelles. Nous avons également déterminé si les femelles AFP-KO expriment un pattern de réponse Fos de type femelle après stimulation avec des odeurs urinaires mâles. De manière intéressante, les femelles AFP-KO et WT montrent des activations similaires et opposées aux mâles WT. Ces résultats sont en accord avec les données qui suggèrent un rôle des androgènes dans la différenciation des réponses olfactives et montrent une dissociation entre les réponses d'activation cellulaire Fos et les préférences sexuelles. 
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Régulation saisonnière testosterone-dépendante de la vasopressine et de la galanine dans la strie terminale du hamster dzoungarien
Klosen P (1), Rasri K (1,2), Govitrapong P (2), Pévet P(1) 

(1) INCI, Dept Neurobiology of Rhythms, UMR7168 CNRS/ULP, Strasbourg, France; (2) Center for Neuroscience, Mahidol University, Bangkok, Thailand 

Les neurones à vasopressine (AVP) du noyau de la strie terminale (NST) sont le système neuropeptidergique le plus sensible aux steroides sexuels. Ils contiennent aussi un deuxième neuropeptide, la galanine. La sécrétion de mélatonine pilotée par la photopériode contrôle la reproduction saisonnière chez les rongeurs photopériodiques, résultant en un rythme saisonnier des stéroides sexuels circulants. Nous avons étudié l'expression saisonnière de l'AVP et de la galanine dans les neurones du BNST et dans leurs aires de projection chez le hamster dzoungairen (Phodopus sungorus). 

Une photopériode courte inhibant l'activité sexuelle induit une réduction de l'expression de l'AVP et de la galanine dans les neurones du BNST et leur zones de projection, le septum latéral et l'habénula latérale. La testostérone était capable de restaurer l'expression des deux neuropeptides. Cependant, alors que l'expression des ARNm était restaurée en 2-4 jours, la restauration de l'immunoréactivité dans les zones de projection nécessitait plus de 3 semaines. Le rythme saisonnier de testostérone piloté par la photopériode apparaît donc comme le régulateur majeur de la vasopressine et de la galanine extra-hypothalamique chez le hamster dzoungarien. Le retard dans la récupération de l'immunoréactivité dans les aires de projection pourrait indiquer une plasticité structurale saisonnière. 
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Effets de la photopériode sur l'horloge circadienne d'un rongeur diurne, Lemniscomys barbarus
Lahmam M (1), Ouarour A (1), Klosen P (2), Pévet P (2), Challet E (2), Vuillez P (2) 

(1) Université Abdelmalek Essaâdi, Faculté des Sciences, Laboratoire de Biologie et Santé, Tétouan, Maroc ; (2) INCl, Département de Neurobiologie des Rythmes, UMR 7168 CNRS/ULP, Strasbourg, France

Nous avons caractérisé la diurnalité et le photopériodisme de Lemniscomys barbarus, un rongeur capturé au nord du Maroc. Le phénotype diurne de ce nouveau modèle d'études en chronobiologie est démontré par des enregistrements de l'activité locomotrice sous différentes conditions d'éclairement. Les principales caractéristiques de son horloge circadienne ont été déterminées : une période endogène différente en obscurité ou en lumière constantes (( = 23,5 h et 24,3 h respectivement), une courbe de réponse de phase à la lumière ample (jusqu'à 5 h d'avance et de retard de phase) et sans zone morte (comme chez l'Homme). 

Les noyaux suprachiasmatiques (siège de l'horloge circadienne) présentent deux sous régions, une dorsale riche en neurones exprimant l'AVP et une ventrale contenant des corps cellulaires à VIP ou à GRP et recevant une dense innervation NPY. 

Nous avons également étudié l'effet de la photopériode chez Lemniscomys barbarus. L'espèce se reproduit en jours longs et, en conditions lumineuses naturelles, l'involution des gonades est observée chez des animaux sous une photopériode de 13h15 de lumière/24 h. De plus, l'horloge circadienne elle-même semble affectée par la photopériode : le nombre de cellules à AVP et l'innervation NPY sont plus importants en photopériode courte qu'en photopériode longue dans les noyaux suprachiasmatiques. 

Cette étude est financée par le Comité Mixte InterUniversitaire Franco-Marocain (PHC Volubilis n° MA/07/177). 
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Effet du glucose sur la production d'endozépines par les astrocytes de rat en culture
Lanfray D, Vaudry H, Tonon MC, Morin F

 Inserm U 413, Laboratoire de N euroendocrinologie Cellulaire et Moléculaire, Institut Fédératif de Recherchtl sur les Peptides, Université de Rouen, Mont-Saint-Aignan, France

Le diazepam-binding inhibitor (DBI), ligand naturel des récepteurs des benzodiazépines, est un polypeptide exclusivement produit par les cellules astrogliales dans le SNC. Le DBI et ses dérivés, dont l'octadecaneuropeptide ODN, sont regroupés sous le terme endozépines. Injecté par voie icv, l'ODN inhibe la prise alimentaire et module l'activité des neurones à POMC et NPY du noyau arqué. Il est maintenant établi que le glucose peut moduler la prise de nourriture via les noyaux hypothalamiques. Le but de ce travail était donc d'étudier l'effet du glucose sur l'expression des endozépines par les cellules astrogliales. Nous montrons par q-PCR que le glucose augmente la quantité de transcrit codant le DBI dans des astrocytes de rat en culture et la lignée astrocytaire C6. Des expériences “promoteur/rapporteur »  indiquent que l'effet du glucose est relayé par l'activation du promoteur proximal du gène. Cette stimulation n'est pas mimée par le pyruvate, substrat du cycle de Krebbs, ni bloquée par un activateur de l'AMPK, senseur métabolique du taux d'ATP intracellulaire, suggérant que les effets observés mettent en jeu un métabolite intermédiaire de la glycolyse, situé en amont du pyruvate et de la synthèse d'ATP. Des résultats préliminaires suggèrent que l'effet du glucose impliquerait la voie des hexosamines et l'activation du facteur de transcription SPI. 
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Étude de la morphine endogène chez des patients atteints de chocs septiques
Laux A (1), Glattard (1), Muller A (1), Welters ID (2), Lavaux T (3), Kemmel V (1), Aunis D (1), Metz-Boutigue MH (1), Schneider F (2) et Goumon Y (1) 

(1) Unité INSERM U575, Physiopathologie du Système Nerveux, Strasbourg, France ; (2) School of Clin​ical Science, University of Liverpool, Liverpool, UK; (3) Service de Réanimation Médicale, Hôpitaux Universitaires et Faculté de Médecine, ULP, Strasbourg, Hôpital de Hautepierre, Strasbourg, France 

La synthèse de morphine endogène a été mise en évidence dans de nombreux tissus et cellules de mammifères. Récemment, la morphine a été caractérisée dans les cellules polymorphonucléaires (PMNs) et mononucléaires humaines, de même que dans le plasma de patients après pontage coronarien. D'autre part, nos travaux ont montré la présence de morphine-6-glucuronide dans les granules et les sécrétions des cellules chromaffines, suggérant un rôle neuroendocrine pour la M6G endogène. 

Notre nouvelle étude a recherché la présence de morphine endogène dans le plasma de patients atteints ou non de sepsis. Une première approche de biochimie a montré que la morphine était présente dans le plasma de patients septiques et absente des plasmas contrôles. L'étude du taux plasmatique de morphine endogène de différentes cohortes de patients a indiqué que les concentrations de morphine endogène étaient significativement plus élevées chez les patients septiques. Ces travaux ont été complétés par une approche utilisant le modèle des PMNs humains qui a permis de mettre en évidence une sécrétion de morphine lors d'une stimulation avec du LPS ou de l'IL-8 qui sont des médiateurs impliqués dans le sepsis. 

En conclusion, nos résultats suggèrent pour la première fois que la morphine endogène plasmatique représente un marqueur de sepsis et qu'une partie de celle-ci provient des PMNs. 




	37
L'activité orexigène du neuropeptide 26RFa est médiée par les neurones à NPY et à proopiomélanocortine du noyau arqué
Lectez B (1), El Yamani FZ (2), Jeandel L (1), Artahaud S (1), Alexander D (1), Jégou S (3), Magoul R (2), Anouar T (1), Chartrel N (1) 

(l) INSERM U413, Université de Rouen, France ; (2) Laboratoire de Neuroendocrinologie et de l'Environnement Nutritionnel et Climatique, Université de Fez, Maroc ; (3) Équipe Avenir INSERM, Université de Rouen, France 

Le 26RFa est le dernier neuropeptide à avoir été découvert chez les Mammifères. Le 26RFa a été identifié comme le ligand endogène d'un récepteur jusqu'alors orphelin, le GPR103, et une importante activité orexigène a été mise en évidence pour ce nouveau neuropeptide. La présente étude avait pour objectif de rechercher par quel mécanisme d'action, au niveau hypothalamique, le 26RFa stimulait l'appétit. Nos résultats montrent que l'administration centrale de 26RFa, chez le Rat, stimule fortement l'expression et la libération de NPY par le noyau arqué (Arc). Le 26RFa exerce des effets opposés sur les neurones à POMC du Arc, à savoir une inhibition de l'expression de la POMC qui s'accompagne d'une diminution importante de la libération d'alpha-MSH. L'absence de GPR103 dans les neurones à POMC que nous avons observée suggérait que le 26RFa exerçait un effet indirect sur les neurones à POMC via les neurones à NPY. De fait, il apparaît que l'effet inhibiteur du 26RFa sur l'expression de la POMC et la libération d'alpha-MSH est bloqué par des antagonistes spécifiques des récepteurs Y1 et Y5 du NPY. Enfin, nous montrons que les antagonistes Y1 et Y5 bloquent l'effet stimulateur du 26RFa sur la consommation de nourriture chez le rat confirmant donc que le 26RFa exerce son activité orexigène en inhibant, via les neurones à NPY, l'activité des neurones à POMC du Arc. 
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The urotensin II receptor functions in the CNS with membrane protein partners
Lefebvre T, Desrues L, Lecointre C, Gandolfo P, Diallo M, Jarry M, Leprince J, Vaudry H, Tonon MC, Castel H
INSERM U413, Laboratory of Cellular and Molecular Neuroendocrinology, IFMRP 23, University of Rouen, 76821 Mont-Saint-Aignan, France

Urotensin II (UII) is the endogenous ligand of a G protein-coupled receptor named UT. ln the present study, we have investigated the effect of GABA on the urotensinergic activity and, reciprocally, the action of UII on the GABAA receptor (GABAAR) activity in rat astrocytes. Immunohistochemical experiments in cerebellum slices and astrocyte/neurone co-cultures revealed an intense UT labelling in both astrocytic features and some neurons. ln astrocytes, UII-induced increase of cAMP and PIPs production was significantly reduced by the activation of the GABAAR. Reversely, ejection of UII (0,1 pM-0,1 µM) in the vicinity of astrocytes induced an inhibition of the GABA-evoked chloride current and accelerated its desensitization kinetic. ln CHO cell lines transfected by cDNA encoding both human UT and GABAAR subunits, it is demonstrated that the inhibitory effect of UII i) is dependent on the co-expression of UT and GABAAR, ii) does not imply second messengers and iii) is partly mediated through the GABAAR internalization. Double-hybrid experiments are currently conducted to screen a human brain cDNA library in order to find potential protein partners, responsible for a physical interaction between UT and GABAAR. 
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Étude pharmacochimique du KiSS-10 : contribution à l'étude des relations structure-activité
Leprince J (1), Gutierrez-Pascual E (2), Martinez-Fuentes AJ (2), Guitaya LM (1), Pinilla L (2), Guilhaudis L (3), Segalas-Milazzo l (3), Tonon MC (1), Tena-Sempere M (4), Malagon M (2), CastaÎio JP (2), Vaudry H (1) 

(1) Inserm U413, Lab de Neuroendocrinology Cellulaire et Moléculaire, IFR Multidisciplinaire sur les Peptides  23, Univ. de Rouen, Mont-Saint-Aignan, France ; (2) Dép. de Biologie Cellulaire, Physiologie et Immunologie, Univ. de Cordoue, Espagne ; (3) CNRS UMR 6014, Lab. de Résonance Magnétique Nucléaire, IFRMP 23, Univ. de Rouen, Mont-Saint-Aignan, France ; (4) Lab. de Physiologie, Faculté de Médecine, Univ. de Cordoue, Espagne

Le terme kisspeptine désigne une famille de peptides, ligands du GPR54, qui regroupe la métastine ou KiSS-54 et tous ses fragments C-terminaux dont le KiSS-10. Parallèlement à leur effet antimétastasique, les kisspeptines exercent un rôle crucial dans le contrôle de l'axe gonadotrope. Dans ce travail nous avons évalué l'activité d'analogues du KiSS-l0 substitués par une alanine, sur la [Ca2+]i dans les cellules CHO-GPR54. L'administration de KiSS-10 induit une augmentation dose-dépendante de la [Ca2+]i avec une EC50 de 15 nM similaire à celle des analogues substitués en position 1-5 et 7. En revanche, les analogues [Ala6], [Ala8] et [Ala9]KiSS-10 sont 450, 6 et 11 fois moins puissants que le KiSS-10. Quelle que soit la dose, l'[Ala10]KiSS-10 ne modifie pas la [Ca2+]i. Par ailleurs, l'[Ala6]KiSS-10 (mais pas l'[Ala10]KiSS-10) inhibe de façon dose-dépendante l'augmentation de la [Ca2+]i induite par le KiSS-l0. Nos résultats montrent que (1) l'activité biologique du KiSS-l0 est située dans la partie C-terminale du peptide, (2) le résidu Phe6 est impliqué dans l'activation du GPR54 et la Phe10 dans l'affinité et (3) l'introduction de résidus aliphatiques en position 6 peut conduire à de puissants antagonistes.

Travail soutenu par l'ANR French-KiSS, l'Inserm (U413), l'IFRMP23, et la Région Andalousie et la Région de Haute-Normandie. 
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Effets de la restriction calorique modérée à long-terme sur le BDNF et la neurogenèse du complexe vagal dorsal chez le rat âgé
Mahaut S (1), Gaudreau P (2), Tardivel C (1), Ferland G (3), Lebrun B (1), Moyse E (1)

(1) Physiologie Neurovégétative, UMR 6231 CNRS/Université Aix-Marseille-3, Marseille, France ; (2) Lab. Neuroendocrinologie du Vieillissement, Centre de Recherche du Centre Hospitalier de l'Université de Montréal, Technopôle Angus, Montréal, Québec, Canada ; (3) Centre de Recherche de l'Institut Universitaire de Gériatrie de Montréal, Département de nutrition, Montréal, Québec, Canada

La restriction calorique modérée à long-terme (RCMLT) émerge comme un bon modèle d'étude du vieillissement réussi, qui inclut la régulation du poids corporel et de la masse adipeuse. Un effecteur-clé de cette régulation est le réflexe de satiété, via le nerf vague et le complexe vagal dorsal (CVD) du tronc cérébral. Les adaptations à long-terme du seuil du réflexe de satiété sont postulées impliquer des mécanismes de plasticité du CVD. L'effet de la RCMLT, installée chez des rats à l'âge de 8 mois, a été analysée sur la signalisation BDNF et la neurogenèse du CVD à l'âge de 19 mois en utilisant des rats de 2 et 19 mois nourris ad libitum (AL) comme témoins. Une augmentation de concentration de BDNF a été détectée par ELISA dans le CVD des rats âgés AL, mais pas des rats soumis à RCMLT, par rapport aux jeunes AL puis localisée par immunohistochimie dans les neurones préganglionnaires vagaux. La neurogenèse a été analysée dans le CVD après un traitement cumulatif au BrdU une semaine avant sacrifice, par immunohistofluorescence BrdU-NeuN en microscopie confocale. Le vieillissement cause une forte baisse du taux de prolifération dans le CVD ; cet effet n'est pas modifié par la RCMLT, qui potentialise en revanche la neurogenèse du CVD. Ces résultats montrent pour la première fois l'efficacité de la RCMLT à enrayer les déficits liés au vieillissement dans le CVD. 
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La chromogranine A : un marqueur pronostic de gravité chez les patients admis dans un service de réanimation médicale
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La chromogranine A (CGA) est une protéine marqueur du stress, sécrétée avec les catécholamines par les cellules chromaffines de la médullo-surrénale. Nous avons recherché son expression dans le cas d'inflammations sévères, afin de démontrer s'il existait un lien entre la concentration plasmatique de CGA, les marqueurs de l'inflammation et l'état clinique des patients (avec ou sans un Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS) admis dans le service de réanimation médicale de l'hôpital de Hautepierre (Strasbourg). À partir d'une cohorte d'une centaine de patients, nous avons (1) mesuré la concentration plasmatique de CGA, ainsi que celles de la procalcitonine, de la C reactive protein et (2) déterminé le Simplified Acute Physiological Score (SAPS). La concentration plasmatique de CGA augmente significativement chez les patients avec un SIRS (115 µg/l) et dans les cas où une infection est associée au SIRS (138,5 µg/l), par comparaison avec les contrôles (40 µg/l). Cette augmentation est associée aux marqueurs de l'inflammation et au SAPS. L'étude clinique est complétée par l'analyse de la CGA dans les sécrétions de neutrophiles. L'ensemble de ces résultats démontre le rôle de cette protéine dans la communication entre les systèmes neuroendocrine et immunitaire et comme indicateur de mortalité avec un suivi à 28 jours. 
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L'activation de Rac1 par (Pix stimule l'activité de la phospholipase Dl au cours de l'exocytose régulée dans les cellules neuroendocrines
Momboisse F , Lonchamp E , Calco V, Ceridono M, Vitale N, Bader MF, Gasman S

Département Neurotransmission & Sécrétion Neuroendocrine, INCI UMR 7168), CNRS-ULP, Strasbourg, France 

Les cellules neuroendocrines sécrètent hormones et neuropeptides par un processus d'exocytose régulée. Divers travaux menés au laboratoire ont permis de mettre en évidence l'importance des GTPases monomériques de la famille Rho, au cours de ce processus. Dans les cellules chromaffines et PC12, RhoA et Cdc42 régulent la réorganisation du cytosquelette d'actine induite au cours de l'exocytose. En revanche, le rôle de la GTPase Rad reste peu connu à ce jour. Grâce à une approche par ARN interférents (RNAi) et en utilisant les cellules PC12 comme modèle de sécrétion endocrine, nous avons pu montrer: 1) l'activation et l'implication de Rad au cours de l'exocytose régulée, 2) le rôle de (Pix en tant que facteur d'échange de Rac1 dans ce processus et 3) l'implication de Rac1 dans la régulation de l'activité de la phospholipase Dl, enzyme clé des étapes tardives de l'exocytose, assurant la formation d'acide phosphatidique au niveau des sites d'exocytose de la membrane plasmique. 

Ces résultats démontrent pour la première fois, qu'une stimulation de l'exocytose régulée dans les cellules neuroendocrines conduit à l'implication séquentielle de (Pix, Rac1 et de la phospholipase Dl au niveau de la membrane plasmique, permettant ainsi des modifications lipidiques essentielles au processus d'exocytose. 
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L'Interleukine-6 active les neurones à arginine-vasopressine hypothalamiques lors d'une stimulation immune chez le Rat
Moos F (1), Sauvant J (1), Moreau ML (1), Rabié A (2), Palin K (1) 
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Il est établi qu'un challenge immun active le système hypothalamique sécrétant l'AVP indépendamment de l'osmolarité plasmatique et de la pression artérielle. Cependant, les mécanismes cellulaires et moléculaires de l'activation des neurones AVP restent inconnus. Cette étude vise à déterminer les paramètres métaboliques ou moléculaires mis en jeu dans l'activation des neurones AVP lors d'un challenge immun, mimé par une injection i.p. de lipopolysaccharide (LPS) chez le rat mâle Wistar. Dès 30 min après injection, le LPS induit une activation soutenue (pendant plus de 6 h) des neurones AVP (augmentation de l'activité électrique phasique et de la [AVP] plasmatique). L'osmolarité plasmatique n'est pas affectée pendant les 18 heures post-injection tandis que la pression artérielle augmente de façon transitoire pendant la 1ère heure. L'expression des ARNm (real time PCR) des facteurs inflammatoires PGE2, IL-1-( et TNF-(, augmente 3 h après le stimulus immun tandis que celle d'IL-6 augmente dès 30 min. Les enregistrements électrophysiologiques in vivo montrent que l'injection centrale (3V) d'IL-6 active les neurones AVP de façon semblable au LPS, alors qu'un anticorps anti-IL-6 empêche leur activation par le LPS. En conclusion, l'activation précoce des neurones AVP en réponse à une injection de LPS est induite par l'IL-6 exprimé centralement. 
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Selective labeling of membrane proteins for internalization and oligomerization assays using SNAP-tag and CLIP-tag

Muentener K, Roumanie O, Beaufils F, Brecht A 
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The recent development of site-specific protein labeling techniques allows to link -post translation- diverse molecular probes to proteins. The SNAP-tag and CLIP-tag, self-labeling protein tags from Covalys, enable the on demand, covalent addition of a wide range of substrates to fusion proteins in vitro and in living cells. They allow the stable stoichiometric labeling of fusion proteins with fluorescent, affinity or immobilization substrates. Moreover, SNAP-tag and CLIP-tag have been engineered to react with distinct classes of substrates, making it possible to simultaneously label two different proteins in the same assay. A particular strength of the Covalys technology is to decouple expression and labeling of fusion proteins. It gives access to applications in living cells that have been difficult to study so far, in particular complex experimental designs such as exclusive labeling of receptors present on the extracellular side of the plasma membrane or simultaneous dual color labeling of two different proteins. These applications have opened new opportunities, especially in dynamic studies of G protein-coupled receptors. This poster will focus on cell based GPCR assays that have been developed using our protein-tagging technology. We will show that SNAP-tag and CLIP-tag are ideal tools to study ligand induced GPCR internalization in living cells. Indeed, labeling of GPCRs with non-cell permeable substrates enables to selectively image receptors at the plasma membrane and thus to improve the quality of internalization assays. Recently, an innovative methodology has been developed to analyze interactions among GPCRs in live cells (Maurel D. et al., Nature Methods, May 2008). It allows the quantitative analysis of the GPCR oligomerization.
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Caractérisation de la barrière tanycytaire de l'éminence médiane de l'hypothalamus: tanycytes et échanges sang/cerveau
Mullier A (1), Bouret SG (1,2), Prevot V (1), Dehouck B(1) 

(1) Inserm U837, Lille, France; (2) The Saban Research Insitute, Los Angeles, CA, USA

Peu de données expliquent l'accès des signaux périphériques au noyau arqué hypothalamique (ARH) impliqué dans la régulation de la balance énergétique. L'éminence médiane (EM), adjacente au ARH, est dépourvue de barrière hémato-encéphalique et contient un réseau de capillaires fenêtrés qui faciliterait l'accès des molécules du sang porte au cerveau. Cependant l'EM est principalement constituée de tanycytes, cellules épendymogliales généralement décrites comme jouant un rôle de barrière qui limite l'accès au cerveau des substances périphériques. L’expression de protéines impliquées dans les jonctions serrées au niveau des tanycytes a été étudiée par immunohistochimie. Les résultats montrent que les tanycytes expriment l'occludine, ZO-1, la claudine 1 et la claudine 5. Au niveau des tanycytes qui forment le plancher du troisième ventricule, ces molécules sont organisées en ceintures continues autour de leurs corps cellulaires. Au contraire, dans les tanycytes dorsaux bordant le ARH, ces molécules sont organisées de façon diffuse. Des études de perméabilité suggèrent que les tanycytes dorsaux permettent le libre accès des molécules véhiculées par le liquide céphalo-rachidien au ARH et que seuls les tanycytes de l'EM forment une barrière qui serait impliquée dans la régulation du transport des hormones périphériques au cerveau. 
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La synergie d'action vasopressine/corticolibérine : une histoire d'hétérodimérisation ?
Murat B (1), Devost D (2), Andres M (1), Corbani M (1), Zingg HH (2), Guillon G (1) 

(1) IGF Département d'Endocrinologie, CNRS UMR5203, INSERM U661, Universités Montpellier 1 & 2, Montpellier, France ; (2) Université McGill, Département de Pharmacologie et Thérapeutique, Montreal, Canada

La vasopressine (AVP) et la corticolibérine (CRH) sont impliquées dans les états de stress et d'anxiété. Lors d'un stress, ces deux neuropeptides sont libérés dans différentes structures centrales et périphériques, dont l'hypothalamus et les glandes surrénales. La synergie d'action AVP/CRH est bien caractérisée au niveau hypophysaire où, en réponse à un stress, AVP et CRH co-régulent la sécrétion d'ACTH. Afin d'étudier les mécanismes d'action AVP/CRH, nous avons utilisé deux modèles. Sur culture primaire de cellules médullo-surrénaliennes bovines co-exprimant les récepteurs V1b de l'AVP et CRHRI du CRH, nous avons montré : 1) que l'AVP et le CRH co-régulent la sécrétion de catécholamines, 2) que ce mécanisme sécrétoire passe par une augmentation de la sensibilité de la phospholipase C induite par l'AVP. Sur cellules HEK co-transfectées avec les deux récepteurs d'intérêt, nous avons montré que ces récepteurs hétérodimérisent et que la co-stimulation par l'AVP et le CRH modifie les paramètres de liaison et de couplage aux seconds messagers. L'hétérodimérisation Vlb/CRHRl pourrait expliquer les mécanismes de co-régulation observés sur tissus natifs. Le développement de ligands fluorescents du récepteur Vlb, actuellement en cours au laboratoire, pourrait apporter la preuve d'une hétérodimérisation Vlb/CRHRl in vivo. 
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Influence de la photopériode sur l'expression journalière du gène tph2 chez le Hamster doré
Nexon L, Malek ZS, Pévet P, Raison S

INCI, Département Neurobiologie des Rythmes, UMR7168 CNRS/ULP, Strasbourg, France

L'horloge biologique des Mammifères est synchronisée principalement par la lumière du jour. Certains facteurs comportementaux sensibles à la durée de la phase lumineuse (photopériode), comme l'activité locomotrice, peuvent également agir sur l'horloge via le système sérotoninergique (5-HT). Puisque l'activité locomotrice dépend de la photopériode et qu'il existe des liens fonctionnels entre ce comportement et le système sérotoninergique, nous avons voulu connaître l'influence de la photopériode sur le fonctionnement du système sérotoninergique chez un rongeur saisonnier, le Hamster doré (Mesocricetus auratus). 

Une ribosonde spécifique du gène tph2 du hamster nous a permis de quantifier les concentrations d'ARNm-tph2 du Raphé par hybridation in situ avec une grande résolution anatomique tissulaire. L'expression journalière de tph2 a alors été comparée chez deux groupes de hamsters, placés dans deux photopériodes différentes, une longue (PL) et une courte (PC) : les concentrations d'ARNm-tph2 varient sur 24 h en PL mais pas en PC. 

Ces résultats décrivent pour la première fois chez cette espèce que le fonctionnement du système 5-HT est affecté par la photopériode. Ce travail sera poursuivi par l'étude de l'influence photopériodique de différentes hormones sur l'expression de tph2. 
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Mécanismes moléculaires d'activation chronique de ERK½ induite par les altérations de Gs( dans la physiopathologie somatotrope

Pertuit M (1), Romano D (2), Enjalbert A (1), Barlier A (1), Gérard C (1) 

(1)CRN2M, UMR 6231 CNRS, Marseille. (2)Beatson Institute for Cancer Research, Glasgow, UK. 

Les tumeurs hypophysaires somatotropes sont caractérisées par une hypersécrétion d'hormone de croissance (GH) et une altération de la prolifération cellulaire. L'oncogène gsp [mutation activatrice de la sous-unité( de la protéine G hétérotrimérique Gs (Gs()], ainsi qu'une surex​pression de Gs(, sont observés dans ces tumeurs et perturbent la voie de l'AMPc. Notre objectif vise à décrypter les altérations de signalisation intracellulaire, en aval de Gs(, impliquées dans l'initiation et la progression de la tumorigénèse somatotrope, afin d'identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Nous avons développé des lignées somatotropes d'expression conditionnelle de l'oncogène gsp ou de surexpresssion de Gs(, et mis en évidence pour la première fois, après induction de l'oncogène ou surexpression de Gs(, une activation chronique de la voie ERK½. associée à une activation soutenue du promoteur de la GH. Nous recherchons actuellement les mécanismes moléculaires responsables de l'activation chronique de ERK½. L'expression de l'oncogène gsp comme la surexpression de Gs( induisent une activation soutenue de la GTPase Rap1 et une activation transitoire de Ras. L'implication des kinases A et Src dans le contrôle de l'activité de ces GTPases et de ERK½ est en cours d'investigation. 
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1mmunohistochemical study of delta-like protein 1 in the adult mouse pituitary 

Puertas-Avendaño RA (1), Ruiz-Hidalgo MJ (2), Diaz C (2), Bello AR (1) 

(1) Cell Biology Section, University of La Laguna, Tenerife, Spain; (2) School of Medicine and Regional Institute of Biochemical Investigation, University of Castilla-La Mancha, Spain 

Delta-like protein 1 (dlk-1) is a transmembrane protein that belongs to the Epidermal Growth Factor (EGF) family. It is implicated in different steps of the cell differentiation process, as adipogenesis, and in the regulation of several hypophysiary hormones involved in food intake. Those facts suggest its possible role as a modulator in the recently described hypothalamus-hypophysis-adipose axis. Our main aim was to study the distribution and cellular location of dlk1 in the pituitary of 129/SvJ wild type mice and the hormone distribution pattern in dlk1 knockout (KO) mice pituitary. Our results showed the presence of dlk1-immunorreactive cells (dlk1-ir) in the anterior and neural lobes of adult wild type mice. These cells correspond mainly to somatotrope (GH-ir), and lactotrope cells (PRL-ir). Less dlk1-ir cells were also TSH-ir, ACTH-ir and FSH-ir. ln dlk1 KO mice, we observed a decrease in the number of GH-ir cells and a decrease in the FSH and PRL immunostaining intensity, compared to wild type mice. These data suggest that dlk1 regulates the expression of these hormones regarding the paracrine relationship among them. Moreover, the decrease in GH-ir cells supports the idea of a role for dlk1 in the synthesis and release of this hormone, modulated for the anorexigenic peptide neurotensin that co-Iocalizes with dlk1 in GH-ir cells.
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Effets différentiels du stress d'immobilisation chronique sur deux foyers neurogéniques du cerveau de Rat adulte

Rachidi F (1), Chigr F (1), Mahaut S (2), Jean A (2), Najimi M (1), Moyse E (2) 

(1) Biologie Fonctionnelle et Pathologique, Fac. Sciences et Techniques, Beni-Mellal, Maroc ; (2) Physiologie Neurovégétative, UMR 6231 CNRS, Université Aix-Marseille-3, France

La réaction au stress englobe des désordres nutritionnels. Un effecteur-clé de la régulation à long-terme de la prise alimentaire est le centre du réflexe de satiété : le complexe vagal dorsal (CVD) du bulbe rachidien. Or le CVD présente une neurogenèse adulte, qui dans l'hippocampe est modulée par le stress. Nous avons recherché si le stress module aussi la neurogenèse dans le CVD. Des rats adultes ont reçu un traitement cumulatif au BrdU in vivo pendant 7 jours, sans (témoins) ou avec des sessions quotidiennes de stress d'immobilisation (IMO, 1 h/jour), et ont été sacrifiés par perfusion après 2 semaines de survie post-BrdU. La neurogenèse a été analysée par double immunofluorescence BrdU/NeuN en microscopie confocale. Dans le CVD des témoins, les neurones néoformés représentent 35 % des cellules BrdU+, dans l'area postrema et le noyau du tractus solitaire. Le stress d'immobilisation chronique a provoqué une baisse significative de 40-50 % de prolifération et de neurogenèse dans le CVD, mais inversement une augmentation de la neurogenèse dans le bulbe olfactif (600 %) et de la prolifération dans la zone sous-ventriculaire (300 %). Comme d'autre part le stress d'immobilisation est bien connu pour déclencher l'anorexie chez le Rat adulte, ces résultats suggèrent un rôle spécifique de la neurogenèse adulte du CVD dans la régulation de la prise alimentaire. 
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La libération rythmique de sérotonine dans les noyaux suprachiasmatiques est dépendante du rythme de corticostérone

Raison S (1), Werhun K (2), Clesse D (1), Lewandowski M (2), Pévet P (1) 

(1) INCI, Département de Neurobiologie des Rythmes,UMR7168 CNRS/ULP, Strasbourg, France ; (2) Department of Neurophysiology and Chronobiology, Jagiellonian University, Krakow, Poland

L'innervation sérotoninergique des noyaux suprachiasmatiques (SCN) issue des noyaux du Raphé est impliquée dans la synchronisation de l'horloge circadienne. Nous avons démontré précédemment. l'existence de variations circadiennes de libération de sérotonine (5-HT) dans les SCN, et de l'ARNm de l'enzyme limitante de la synthèse de 5-HT, la tryptophane hydroxylase-2 (tph2) dans les Raphé. Nous avons également démontré que la sécrétion rythmique de corticostérone était à l'origine de ce rythme d'ARNm-tph2 (Malek 2007, Endocrinol, 148 : 5165-5172). Le but de cette étude était de déterminer si la variation rythmique de corticostérone affecte également la libération de 5-HT au sein des SCN. Pour répondre à cette question, nous avons mesuré par micro dialyse intracérébrale la libération journalière de 5-HT chez des rats contrôles et après surrénalectomie. Le rythme de 5-HT, caractérisé chez les rats contrôles par une augmenta​tion à la transition jour/nuit, est aboli après suppression du rythme de corticostérone. Nos résultats montrent donc que le rythme de corticostérone contrôle la synthèse de 5-HT en modu​lant l'expression du gène tph2 et agit également sur la libération de la 5-HT. Ainsi ces neurones 5-HT pourraient être considérés comme un relai des sorties endocrines des SCN et assurer la distribution d'un message circadien dans différentes structures cérébrales.
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Surexpression du récepteur sst2 dans la lignée hypophysaire GH4C1 : impact sur la croissance cellulaire et la sensibilité à l'octréotide
Rasolonjanahary R (1), Roche C (1), Goddard l (2), Saveanu A (1), Thirion S (1), Enjalbert A (1), 
Barlier A (1) 

(1) CRN2M, UMR 6231 CNRS-Université de la Méditerranée, IFR Jean Roche, Marseille,France ; (2) CTA, IFR Jean Roche, Marseille, France 

Le traitement principal des adénomes somatotropes humains repose sur les agonistes somatostatinergiques (octréotide) ayant une forte affinité pour le récepteur sst2. Néanmoins la sensibilité de ces tumeurs est variable et est dépendante du niveau d'expression de sst2. Dans une perspective de thérapie génique, le gène sst2 a été transféré par un vecteur lentiviral dérivé du HIV (lenti-sst2) dans la lignée cellulaire mammo-somatotrope GH4Cl. Son effet a été étudié sur la prolifération cellulaire et la sécrétion hormonale in vitro et in vivo et comparé à celui d’un vecteur exprimant uniquement un gène marqueur (lenti-eGFP). Après infection par lenti-sst2, nous observons une augmentation importante du messager (par PCR en temps réel) et de la protéine (par immunohistochimie) SST2. L'octréotide inhibe la sécrétion de prolactine des GH4C1 de façon dose dépendante mais avec une plus grande efficacité pour les cellules infectées par lenti-sst2. L'inhibition maximale de la PRL, de 20 % pour les cellules lenti-eGFP atteint 60 % pour les cellules lenti-sst2. Indépendamment de l'activation par l'octréotide, la surexpression de SST2 elle-même est capable d’induire une diminution de la viabilité cellulaire in vitro et in vivo. Ces premiers résultats montrent l'intérêt potentiel du gène sst2 comme gène thérapeutique dans les tumeurs hypophysaires. 
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Le PACAP et le NGF protègent les cellules PC12 de l'apoptose par l'intermédiaire de la serpine bla
Ravni A (1, 2, 3), Seaborn T (1, 2, 3), Au R (1, 4), Chow BKC (4), Fournier A (2, 5), Gonzalez BJ (I,2,3), Vaudry H (I, 2, 3), Eiden LE (6), Vaudry D (I, 2, 3) 

(1) Inserm U413, Lab. de Neuroendocrinologie Cellulaire et Moléculaire. (2) Lab. International Associé Samuel de Champlain. (3) IFR Multidisciplinaire sur les Peptides (IFRMP 23), Univ. de Rouen, 76821 Mont-Saint-Aignan, France. (4) Dépt de Zoologie, Université de Hong Kong. (5) Institut National de la Recherche Scientifique-Institut Armand Frappier, Univ. du Québec, Pointe-Claire, Canada H9R1G6. (6) Lab. of Cellular and Molecular Regulation, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD 20892, USA. 

Les cellules PC12 sont largement utilisées pour étudier les mécanismes impliqués dans les effets neurotrophiques du pituitary adenylate cyclase--activating polypeptide (PACAP) et du nerve growth factor (NGF). En présence de PACAP ou de NGF, ces cellules se différencient, émettent des prolongements neuritiques et arrêtent de proliférer. Il a aussi été montré que le PACAP et le NGF bloquent l'entrée en apoptose des cellules PC12 induite par une suppression de sérum. Des expériences de microarray ont permis d'identifier les gènes régulés par le PACAP et le NGF. Un des gènes les plus induits après 6 heures de traitement s'est avéré être la serpine bla. L'étude des voies de transduction impliquées dans la régulation de cette serpine indique que le PACAP agit par la PKA et la PKC alors que l'effet du NGF passe par la PI3K. L'augmentation de l'expression de la serpine bla par le PACAP ou le NGF est totalement abolie en présence d'ascomycine et de U0126. Ces inhibiteurs de la calcineurine et de MEK bloquent aussi la croissance neuritique, l'augmentation de la taille des cellules et l'effet anti-apoptotique induits par le PACAP ou le NGF. Néanmoins, l'étude à l'aide de siRNA, du rôle de la serpine bla indique que ce gène participe seulement aux effets anti-apoptotiques du PACAP ou du NGF sans modifier la croissance neuritique ou l'augmentation de la taille des cellules. 
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Régulation de l'expression de cytokines/ chimiokines et de neuropeptides hypothalamiques lors d'un phénomène inflammatoire

Rovère-Jovène C, Massa F, Berthezène S, Cazareth J, Nahon JL 

Université de Nice-Sophia Antipolis, Institut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire (IPMC)- UMR 6097 CNRS, Sophia Antipolis, Valbonne, France 

Les mécanismes neuro-immunitaires impliqués dans l'obésité et l'anorexie sont encore mal connus. Ces troubles de la prise alimentaire seraient associés à une variation d'expression de cytokines pro-inflammatoires et/ou chimiokines pouvant agir au niveau cérébral en perturbant le fonctionnement des réseaux neuronaux impliqués dans le contrôle de la prise alimentaire. Dans l'hypothalamus latéral, deux populations de neurones produisent des peptides orexigènes, la Melanin Concentrating Hormone (MCH) et les orexines. 

Ces neurones seraient, directement ou indirectement, la cible de cytokines anorexigènes. Nous avons étudié les effets d'injections périphérique et centrale de lipopolysaccharide (LPS), mimant un état d'inflammation général, sur l'expression des peptides impliqués dans le comportement alimentaire. Nous observons une baisse de l'expression des ARNm et des peptides MCH et orexines concommitante à une forte augmentation cérébrale des protéines et des ARNm codant pour les cytokines pro-inflammatoires ILl-(, IL6, TNF- et la chimiokine MCP-l. Nous testons actuellement l'importance relative des réseaux neuronaux à MCH et orexines dans cette réponse adaptative et nous tentons d'identifier les cytokines et chimiokines impliquées afin de proposer de nouvelles pistes thérapeutiques pour soigner les pathologies du comportement alimentaire. 
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Le lipopolysaccharide induit la synthèse et la sécrétion de cytokines par le tissu adipeux blanc

Sachot C (1, 2), Jaworska N (1), Poole S (3), Luheshi GN (1) 

(1) Centre de recherche de l'hôpital Douglas, Université Mcgill, Montréal, Canada ; (2) JParc, Inserm U837, Lille, France ; (3) NIBSC, Potters Bar, UK 

Longtemps considéré uniquement comme une réserve d'énergie, le tissu adipeux gras blanc (TAB) a récemment été impliqué dans de nombreux processus physiologiques associés à l'homéostasie du fait de sa production de médiateurs endocrines et immuns regroupés sous le nom d'adipokines. Il a également un rôle en tant que cible pour les stimuli pathogènes. Dans cette étude, nous avons exploré la réponse du TAB au lipopolysaccharide (LPS), un agent inflammatoire qui induit la production de cytokines. Pour cela, nous avons développé un modèle in vitro qui nous permettait de mesurer la quantité de cytokines synthétisée et sécrétée par des explants de TAB suite à une exposition au LPS. Ces expériences ont montré qu’une incubation de LPS induisait une augmentation significative de la sécrétion de tumor necrosis factor-(, Interleukine (IL)-6 and IL-1( dans le milieu. Dans une autre étude, nous avons testé l'interaction entre les différentes cytokines en co-traitant les explants de gras avec l'antagoniste du récepteur de l'IL-1( et le LPS. Comme démontré préalablement pour les cytokines d'origine sanguine, la sécrétion d'IL-6 par le TAB est médié par l'IL-1(. Nos données soulignent l'implication du TAB dans l'immunité et montrent que les cytokines sécrétées par le gras sont régulées comme dans la circulation au cours de l'inflammation. 
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Facteurs à homéodomaine et expression d'un gène marqueur du lignage hypophysaire gonadotrope, le récepteur de la GnRH
Schang AL, Bleux C, Chenut MC, Ngô-Muller V, Counis R, Cohen-Tannoudji J, Laverrière JN

CNRS UMR 7079, Université Pierre et Marie Curie (Paris 6), Paris, France

Les facteurs de transcription à homéodomaine jouent un rôle crucial dans la mise en place des différents organes et la détermination des destins cellulaires au cours du développement. Ainsi, l'induction et la morphogenèse précoces de l'hypophyse antérieure à partir de la poche de Rathke sont orchestrées par des facteurs de transcription à homéodomaine tels que Pitx½, Hesx1 et Lhx¾. Dans ce contexte, nous avons montré que le gène du récepteur de la GnRH (rgnrh) constitue un marqueur très précoce du lignage gonadotrope dont le promoteur est activé par l'hétérodimère que forment les protéines LIM à homéodomaine ISL-l et LHX3. Ces facteurs agissent via deux éléments distincts et indépendants présents à la fois sur les promoteurs de rat et de souris. Deux autres facteurs à homéodomaine, PROP-l et OTXl, agissent en synergie par l'intermédiaire d'un élément localisé dans la partie proximale du promoteur. La sensibilité particulière à ces facteurs de transcription du promoteur du rgnrh pourrait résulter de sa grande richesse en séquences TAAT (33 sur 1211 pb), cœur du motif reconnu par les protéines à homéodomaine. Des contraintes évolutives fortes sont probablement à l'origine de cette accumulation de motifs spécifiques. Elles sont très certainement liées à l'expression tissulaire spécifique du rgnrh, notamment dans l'hypophyse, un organe propre aux Vertébrés. 
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Induction de l'ovulation chez la Brebis en anœstrus par administration de kisspeptide: mécanismes impliqués ?
Sébert ME, Lomet D, Ben Saïd S, Briant C, Caraty A

UMR Physiologie de la REproduction et des Comportements, INRA/CNRS/Université Tours/ Haras Nationaux, Nouzilly, France

Le kisspeptide-10 (Kpl0 ; 20 µg/ml), administré en continu (i.v.), est capable d'induire un pic préovulatoire d'hormone lutéinisante (LH) suivi d'une ovulation chez des brebis en anœstrus. La question des mécanismes permettant une telle réactivation de l'axe gonadotrope restant ouverte, nous avons analysé les conséquences d'une perfusion de Kp10 sur les différentes composantes de l'axe gonadotrope chez des brebis en anœstrus (n = 12). 

Dès le début de la perfusion, la concentration de GnRH dans le LCR et les taux plasmatiques de LH et de l'hormone folliculostimulante (FSH) augmentent de façon transitoire (4-5 h) avant de diminuer pour revenir à des valeurs supérieures à celles observées avant traitement. Cette réponse initiale atteste du bon fonctionnement de la perfusion chez 100 % des brebis. Environ 20 heures après le début du traitement, 67 % des brebis présentent un pic pré-ovulatoire de LH et de FSH. Chez ces brebis, les taux plasmatiques d'œstradiol augmentent dès le début de la perfusion et atteignent rapidement un niveau équivalent à celui observé en fin de phase folliculaire chez des brebis en œstrus. 

Nos résultats montrent que le Kp10, en stimulant de façon extraordinairement efficace les différentes composantes de l'axe gonadotrope, conduit à la mise en place d'une phase folliculaire, d'un pic de LH et d'une ovulation chez la Brebis en anœstrus. 
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Action antiproliférative de la leptine sur les cellules-souches neurales du cerveau de Rat adulte

Segura S (1), Efthimiadi L (2), Porcher C (2), Courtes S (1), Tardivel C (1), Charrier C (1), Krantic S (2), Moyse E (1) 

(1) UMR 6231 CNRS, Université Aix-Marseille-3, France ; (2) INMED-U29 INSERM, Campus de Luminy, Marseille, France

La leptine est une hormone anorexigène qui est secrétée par le tissu adipeux proportionnellement aux réserves lipidiques et qui agit directement sur l'hypothalamus et sur le centre neurovégétatif du bulbe rachidien: le complexe vagal dorsal (CVD). D'autre part, la leptine module aussi la prolifération de nombreux types cellulaires et la plasticité cérébrale. 

En utilisant le « test des neurosphères » in vitro, nous avons montré que la leptine inhibe la croissance des cultures primaires de cellules-souches neurales du CVD et, moins fortement, celle de la zone sous-ventriculaire (SVZ) de rat adulte. La leptine inhibe la prolifération marquée par immunocytochimie Ki-67 et stimule l'apoptose détectée par TUNEL dans les neurosphères de CVD et de SVZ. Les mécanismes en ont été analysés par western blot et RT-PCR sur des extraits de neurosphères. Les ARN de récepteurs spécifiques de la leptine (ObR) sont exprimés plus fortement dans les sphères de CVD que celles de SVZ. Le traitement in vitro par la leptine déclenche la phosphorylation activatrice de ERK-½ et l'accumulation de protéine Bax. L'induction des cyclines Dl et D2 a été observée aux niveaux protéine et ARN par PCR en temps réel. Ces données suggèrent que la leptine régule le pool de cellules-souches neurales en déclenchant une commutation de la division à la mort cellulaire. 
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SET, un nouveau partenaire du récepteur de la GnRH

Simon V, Garrel-Lazayres G, Counis R, Cohen-Tannoudji J 

UMR-CNRS 7079 Physiologie et Physiopathologie, Université P & M Curie, Paris 6, Paris, France

La fonction de reproduction est sous le contrôle de la neurohormone hypothalamique GnRH qui active un récepteur à 7 domaines transmembranaires dans les cellules gonadotropes de l'hypophyse. Le récepteur de la GnRH (R-GnRH) est, chez les mammifères, atypique puisqu'il est le seul de sa famille de récepteurs à être dépourvu de queue carboxy terminale. En conséquence,. il ne s'internalise pas après activation et n'est pas sensible aux systèmes classiques de désensibilisation,. ce qui suggère que des mécanismes originaux, encore inconnus, régulent son activité. Notre but est d'identifier les protéines qui interagissent avec les domaines intracellulaires du R-GnRH et qui sont susceptibles de moduler l'efficacité et/ou la spécificité de sa signalisation. Dans ce contexte, nous avons mis en évidence par des expériences de « GST pull down » une interaction directe entre la protéine SET et les domaines intracellulaires du R-GnRH. SET, qui est un régulateur de l'expression génique et de l'activité de la protéine phosphatase 2A, a été très récemment impliquée dans l'inhibition de la signalisation du récepteur M3 muscarinique (Simon et coll., 2006). Son interaction avec le R-GnRH suggère que SET puisse aussi freiner sa signalisation. Les modalités d'interaction de SET avec le R-GnRH ainsi que son impact sur la signalisation du R-GnRH sont en cours d'investigation. 
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Les « RF-amide related peptide » et la reproduction saisonnière
Simonneaux V (1), Revel FG (1), Saboureau M (1), Pévet P (1), Mikkelsen JD (2)

(1) INCI, Département de Neurobiologie des Rythmes, UMR7168 CNRS/ULP, Strasbourg, France ; (2) Neurosearch, Ballerup, Denmark

Chez les espèces saisonnières, de nombreuses fonctions physiologiques, dont la reproduction, sont synchronisées par la photopériode via la mélatonine, mais les mécanismes d'action de la mélatonine sont encore inconnus. Nos données chez le hamster Syrien suggèrent que des peptides de la famille des RF-amides, les RFRPs, pourraient constituer une cible pour les effets saisonniers de la mélatonine. Le gène Rfrp est exprimé dans des neurones de l'hypothalamus dorso-médian, une structure qui contient des récepteurs de la mélatonine. Les niveaux d'ARNm Rfrp et le nombre de neurones immunoréactifs à l'anticorps des RFRP sont fortement diminués chez des hamsters en photopériode courte. Cette inhibition est due à la mélatonine car 1) elle est abolie chez des animaux pinéalectomisés ; 2) elle est mimée par des injections quotidiennes de mélatonine chez des animaux élevés en photopériode longue; et 3) elle n'est pas secondaire aux changements photopériodiques des niveaux circulants de stéroïdes sexuels. Des données préliminaires suggèrent que la régulation des RFRPs par la mélatonine pourrait être impliquée dans le contrôle saisonnier de la reproduction. 




	61
Étude comparative de la régulation de MC4-R et AGRP aux niveaux central et surrénalien

Soltani Y (1, 2), Gout J (1), Vigier M (1), Rajas F (1), Mithieux G (1), Naville D (1), Bégeot M (1)

(1) INSERM U855 Lyon; Université de Lyon,France ; (2) Laboratoire de Biologie et Physiologie des organismes, USTHB, Algers, Algérie

L'hypothalamus est le tissu de référence de l'expression de l'AGRP, antagoniste de l'alpha-MSH dont la liaison à MC4-R stimule la prise de nourriture. Les cellules corticosurrénaliennes sécrètent des taux significatifs d'AGRP et possèdent des récepteurs MC4-R fonctionnels. Le but de notre étude a été de comparer la régulation de l'expression de ces deux composants du système mélanocortinergique dans deux lignées murines hypothalamique (GT1-7) ou corticosurrénalienne (ATC7-L) et parallèlement, d'étudier l'expression de ces deux gènes dans les tissus de même origine prélevés chez des souris DIO rendues obèses et hyperleptinémiques par un régime hyperlipidique. 

Dans les deux modèles cellulaires, l'expression et la sécrétion d'AGRP sont fortement augmentées par un traitement à la leptine corrélant avec l'augmentation du taux d'ARNm observée dans les tissus de souris DIO. Dans les cellules GT1-7 la quantité de récepteurs MC4-R est augmentée par ce traitement contrairement aux cellules ATC7-L. Le traitement par l’alpha-MSH induit des effets opposés sur les deux lignées. Ces données corrèlent avec celles obtenues sur les tissus de souris DIO. De ces résultats, il ressort que des mécanismes proches sont impliqués dans la régulation de l'AGRP dans les deux tissus contrairement à MC4-R où ces mécanismes semblent plus dépendants de l'environnement tissulaire. 
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Impact du diabète pendant la gestation sur le développement des circuits de l'hypothalamus de souris

Steculorum S (1), Bouret SB (1,2) 

(1) Inserm, U837, JPARC, Univ.Lillel, Lille Cedex, France; (2) The Sa ban Research Institute, Childrens Hospital Los Angeles, Univ. Southern California , Los Angeles, CA, USA

Le Diabète Gestationnel Mellitus (GDM) est une complication commune de la grossesse qui augmente les risques pour la descendance de devenir obèse et/ou diabétique à l'âge adulte. Malgré ces observations, les mécanismes impliqués dans cette programmation fœtale restent mal connus. Dans cette étude, nous étudions les conséquences du GDM sur le développement des circuits de l'hypothalamus métabolique. Pour cela, nous utilisons un modèle animal de GDM induit par injection de streptozotocine (STZ) qui provoque une hyperglycémie persistante chez les mères pendant la gestation. Nos résultats indiquent que l'induction d'un diabète pendant la gestation est associée à un changement de croissance pondérale de la descendance. En effet, on observe une augmentation de la masse corporelle avant et après sevrage chez ces animaux. Les animaux nés de mères STZ montrent également une augmentation de la prise alimentaire et une hyperglycémie à jeun. De manière intéressante, ces dysfonctionnements de la régulation du métabolisme sont associés à des altérations de la sensibilité à la leptine. Ces données indiquent que le diabète pendant la grossesse a des conséquences à long terme sur le métabolisme et affecte la sensibilité centrale à la leptine lors d'une période critique du développement. 
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Expression du NPY et de son ARNm dans les neurones du noyau arqué chez la Brebis prépubère. Relations avec les neurones à somatostatine
Tillet Y (1), Polkowska J (2), Picard S (1), Ciofi P (3), Bruneau G (1), Wόjcik-Gladysz A (2)

(1) INRA, UMR85, Unité Physiologie de la Reproduction et des Comportements, Nouzilly; CNRS, UMR6175, Nouzilly; Université François Rabelais, Tours; Haras Nationaux, Nouzilly; IFR 135, Imagerie Fonctionnelle, Tours, France ; (2) Institut J. Kielanowskiego de Physiologie et de Nutrition Animale, Académie des Sciences Polonaises (PAN), Jablonna, Pologne ; (3) Université Victor Segalen Bordeaux 2,INSERM U.862, Bordeaux, France

Les neurones à Neuropeptide Y (NPY) du noyau arqué sont impliqués dans le contrôle du cycle oestrien chez la Brebis. L'injection de NPY dans le 3ème ventricule d'agnelle prépubère stimule la synthèse et le stockage de LR(. Afin d'étudier l'implication du NPY au cours de la puberté, nous avons mesuré les changements d'expression de l'ARNm et l'immunoréactivité du NPY dans les neurones du noyau arqué chez l'agnelle. Les connexions entre les neurones à NPY et les neurones à somatostatine (SRIF), connus pour leur rôle inhibiteur sur la LR, ont également été étudiées par double marquage en immunohistochimie (IHC). 

Deux groupes d'agnelles immatures âgées de 16 semaines (prépubères) et de 32 semaines (péripubères) ont été utilisés. L'expression des ARNm a été mesurée par hybridation in situ et celle de NPY par IHC. 

Le nombre de neurones exprimant l'ARNm et la densité de marquage sont plus faibles chez les agnelles péripubères que chez les agnelles prépubères. Au contraire, le marquage en IHC du NPY augmente chez les agnelles péripubères. L'analyse en microscopie confocale montre des connexions réciproques entre les neurones à NPY et les neurones à SRIF. 

En conclusion, nous montrons que les neurones à NPY du noyau arqué pourraient être impliqués dans la mise en place de la puberté chez la Brebis, et que cet effet pourrait se faire en synergie avec les neurones à SRIF. 
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Modulation de l'expression du facteur de transcription Nur77 par le DHA, le resveratrol et l'estradiol
Tremblay C (l), Rouillard C (2), Martinoli MG (l,2) 

(l) Laboratoire de neurobiologie cellulaire, Dép. de biochimie, Université du Québec, Trois-Rivières, Canada ;
(2) Centre de recherche en neurosciences, Centre de Recherche de l'Université Laval, Ste-Foy, Québec, Canada

Les récepteurs nucléaires représentent une famille de facteur de transcription phylogénétiquement très ancienne. Parmi celle-ci, un sous-groupe de récepteurs orphelins incluant Nur77, Nurr1 et NOR-1 est associé de façon très étroite aux mécanismes cellulaires de la transmission dopaminergique. Nous avons récemment démontré que Nur77 joue un rôle important dans les effets biochimiques des médicaments anti-parkinsoniens et neuroleptiques. À l'extérieur du cerveau, sa translocation du noyau au cytoplasme entraîne l'apoptose de cellules non-neuronales. Les objectifs spécifiques de cette étude sont : 1) déterminer le rôle de Nur77 dans la mort cellulaire induite par les neurotoxines 6-ORDA et MPP+ (métabolite actif du MPTP) ; 2) déterminer comment un acide gras de type omega-3, le DHA, un phytoestrogène, le resveratrol, et l'estradiol, peuvent contrecarrer l'apoptose de cellules PC12 induite par ces neurotoxines. Nos résultats démontrent que le MPP+ et la 6-ORDA induisent l'apoptose des cellules PC12 en favorisant la translocation de Nur77 du noyau vers le cytoplasme. Cette translocation est diminuée par l'administration de DHA, d'estradiol et de resveratrol. Ces résultats sont importants pour les stratégies de prévention des maladies neurodégénératives et ouvrent une nouvelle voie de recherche de molécules naturelles thérapeutiquement efficaces. 
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Comparative distribution of vasopressin and oxytocin binding sites in the brain of the common marmoset
Tribollet E (1),Schorscher-Petcu A (2),Dupre A (1) 

(1) Départment des Neurosciences Fondamentales, Centre Médical Universitaire, Genève, Suisse; (2) Douglas Hospital Research Center, McGill University, Montreal, Quebec, Canada 

Central vasopressin (AVP) and oxytocin (OT) receptors were labelled using three radioligands: [3H]AVP; [125I]VPA, a linear AVP antagonist selective in rodents and hum an for the V1a recep​tor subtype; and [125I]OTA, a selective OT antagonist. Results show that 1) the distribution and density of AVP and OT receptors are similar in both sexes and apparently not markedly affected by puberty; 2) AVP receptors are mostly of the V1a subtype and were found abundant in the olfactory bulb, the accumbens nucleus, the bed nucleus of the stria terminalis, the dorsal hypothalamic area, the suprachiasmatic area, the median eminence, the ventromedial hypothalamic nucleus, the motor nucleus of the trigeminal nerve, the choroid plexuses and the entire cerebral cortex; 3) OT receptors are much less abundant than AVP ones. V1a are OT receptors co-Iocalized in some regions among which the nucleus accumbens and the motor nucleus of the trigeminal nerve. Our data confirm in part those previously reported by Wang et al. (Brain Research 1997, 768: 147-156) and extend them markedly, thus providing a comprehensive view of AVP and OT receptor system in the marmoset brain.

This work was supported by the Swiss National Foundation. 
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L'exocytose des granules de sécrétion est inhibée par la protéine Tat du VIH-1 interagissant avec le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
Tryoen-Tóth P (1), Gherib P (1), Rayne F (2), Yezid H (2), Bader MF (1), Beaumelle B (2), Vitale N (1) 

(1) Département de Neurotransmission et Sécrétion Neuroendocrine, INCI, CNRS et Université Louis Pasteur, Strasbourg, France ; (2) CPBS, UMR 5236 CNRS, Université Montpellier II, Montpellier, France

La protéine Tat du VIH-1 est une petite protéine basique qui assure la transcription du virus mais qui est aussi sécrétée par des cellules infectées. La Tat circulante peut pénétrer dans les cellules non-infectées par endocytose, puis subir une translocation des endosornes vers le cytosol. Nous avons montré que la Tat cytoplasmique interagit avec du PI4,5P2 (PIP2) se trouvant dans la membrane plasmique. L'interaction Tat-PIP2 se fait sur les résidus 49-51 de la Tat, mais elle dépend aussi du W11 qui permet son insertion dans la membrane plasmique. Le PIP2 est nécessaire au recrutement des protéines régulatrices de l'exocytose. Nous avons émis l'hypothèse que, s'il est piégé par la Tat, le PIP2 ne pourrait plus recruter ces protéines et l'exocytose serait compromise. Une inhibition de la neurosécrétion en résulterait, qui pourrait alors contribuer au développement de la démence que l'on observe chez des personnes infectées par le VIH mais dont les neurones ne sont pas infectés.

Nous avons exploré cette possibilité en étudiant la sécrétion hormonale en présence de TatWT ou mutante dans les cellules PC12. Nous avons démontré que la TatWT inhibe fortement la sécrétion Ca++ dépendante, alors que la Tat(49-51), qui ne peut pas se lier au PIP2, n’affecte pas la sécrétion. Nous avons aussi examiné la distribution subcellulaire des TatWT et mutantes.
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Fonction mélatoninergique et différenciation in vitro des bâtonnets sous contrôle de l'AMP cyclique, dans la rétine de Poulet
Voisin P, Bernard M 

IPBC, UMR 6187, Pôle Biologie-Santé, Faculté des Sciences, Poitiers

En plus de leur activité photosensorielle, les photorécepteurs ont une fonction endo/paracrine par la production de mélatonine. Les 5 types de photorécepteurs de la rétine de poulet (bâtonnets et cônes rouges, verts, bleus et violets) produisent la mélatonine. Un faible niveau d’expression de la rhodopsine (Rh) dans les bâtonnets étant souvent associé à une dégénerescence rétinienne, nous avons étudié la régulation transcriptionnelle de ce gène et mis en évidence son activation par l’AMP cyclique (AMPc). 

Méthodes : neuroblastes rétiniens d’embryon de Poulet in vitro et q-RT-PCR. Le taux d’ARNm de la Rh augmente 10 à 50 fois en réponse à la forskoline. La réponse est dose-dépendante (1 à 100 µM) et se développe entre 12 h et 72 h. Les analogues de l’AMPc ont l’ordre d’efficacité : mBAMPc>dBAMPc = 8BrAMPc>CPTAMPc. La réponse est observée avec le BnzAMPc (spécifique PKA), mais pas avec le 2’MeAMPc (spécifique EPAC). L’effet de l’AMPc semble spécifique des bâtonnets car les gènes d’opsines des cônes ne répondent pas à la forskoline. De plus, la forskoline augmente l’ARNm de la phosphodiesterase photoactivable (PDE6) des bâtonnets, mais reste sans effet sur la PDE6 des cônes. L’AMPc pourrait constituer une cible pour lutter contre les dégénerescences rétiniennes dues à un défaut de différenciation des bâtonnets. Des travaux complémentaires visent à identifier les récepteurs et les phosphodiestérases qui contrôlent le taux d’AMPc et la transcription de la Rh dans les bâtonnets. 
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Caractérisation d'un système à Kisspeptine-10 dans le cerveau du Poisson zèbre et ses relations avec les systèmes à GnRH
Vosges M (l), Bou Ezz Edine F (2), Brion F (l), Lareyre JJ (3), Le Gac F (3), Carat y A (4), Kah O (2) 

(l) INERIS, Evaluation des risques écotoxicologiques, Verneuil-en-Halatte, France ; (2) Université de Rennes 1, UMR CNRS 6026, IFR 140, Rennes ; (3) Sexualité et Reproduction des Poissons, INRA SCRIBE, IFR 140, Rennes, France ; (4) Physiologie et Comportements de la Reproduction, INRA, Nouzilly, France

Le système KISS/GPR54 existe chez les Poissons téléostéens ainsi qu'en témoigne l'existence de séquences homologues aux séquences mammaliennes. Chez le Poisson zèbre, un décapeptide présentant 90 % d'identité (YNLNSFGLRY) avec la séquence de la Kisspeptine-10 de souris (YNWNSFGLRY) est trouvé dans le génome. Cette séquence est issue d'un précurseur de 116 amino acides ayant une très faible homologie avec les précurseurs mammaliens en dehors de la séquence mentionnée plus haut. Dans ce travail, un anticorps contre le décapeptide de souris (Franceschini et al., 2006, Neurosci. Lett., 401 : 225-230) a été utilisé pour caractériser le système KISS chez le Poisson zèbre. Chez tous les animaux (N = 10), un groupe d'une centaine de cellules positives est observé dans l'hypothalamus dorsomédian. Ce noyau, présent chez les mâles et les femelles, projette de nombreuses fibres immunoréactives essentiellement dans le cerveau antérieur, notamment le sous-pallium, l'aire préoptique, l'hypothalamus médiobasal, le tegmentum mésencéphalique, les toits optiques et l'hypophyse. Une préincubation de l'anticorps avec de la Kisspeptine-l0 élimine la réaction. Des doubles marquages suggèrent que des interactions avec les systèmes à GnRH sont possibles aux niveaux des bulbes olfactifs, du télencéphale, de l'aire préoptique. 
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Matruration du système endothélial hypothalamique humain
Zairi F (1), Prevot V (1)

(1 ) INSERM U837, Lille, France

De récentes études montrent que les cellules non neuronales jouent un rôle clef dans la genèse et la régulation du flux d'information au sein du système nerveux central. Les cellules astrogliales sont par exemple impliquées dans le contrôle de la transmission synaptique. 

Concernant le système endothélial, son principal rôle est bien entendu l'apport d'oxygène et de nutriments aux cellules, mais il a été récemment démontré que les cellules endothéliales de l'éminence médiane de l'hypothalamus sont capables de moduler la neurosécrétion. Ce sont ces dernières découvertes qui nous ont amenés à nous intéresser à ces interactions glio-vasculaires et notamment à leur genèse. 

Nous disposons en effet, au niveau du système nerveux central, de deux phénotypes vasculaires distincts : 

- les capillaires de la barrière hémato-encéphalique, 

- les capillaires fenêtrés des organes circumventriculaires. 

L'objectif de notre travail a été de démontrer que l'environnement cellulaire et notamment, l'environnement glial, influe sur la différenciation des cellules endothéliales vasculaires au cours du développement de l'hypothalamus chez l'Homme. 

Nous avons, pour cela, réalisé une étude anatomique et immunohistochimique de la mise en place et de la maturation du système vasculaire et glial à différents stades du développement de l'hypothalamus humain. 
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Effets de la dénutrition maternelle périnatale sur le développement de la médullosurrénale chez le rat en période post-natale
Laborie C, Molendi-Coste O, Scarpa MC, Montel V, Vieau D, Breton C
Unité de Neurosciences et de Physiologie Adaptatives (UPRES-EA 4052), Equipe Dénutritions maternelles Périnatales, Université des Sciences et Technologie de Lille, 59655 Villeneuve d’Ascq Cédex, France
Le développement du système sympatho-surrénalien (SSS) est très sensible à l’environnement périnatal. Nous avons récemment montré qu’une dénutrition maternelle périnatale de 50% (FR50) pendant la dernière semaine de gestation et la lactation modifie le développement des cellules chromaffines (CC) des rats mâles au sevrage. Cette étude vise à définir la cinétique de mise en place de ces anomalies structurales et fonctionnelles. Par des approches morphologiques, physiologiques et biochimiques, nous avons comparé le développement et l’innervation des CC chez des rats témoins et FR50 durant les deux premières semaines de vie post-natale. Les rats FR50 présentent entre le 7ème  (P7)  et 14ème (P14) jours de vie post-natale une diminution de la taille des îlots de CC noradrénergiques et une  augmentation de leur nombre. La réponse au stress métabolique, associée à la mesure de l’activité acétylcholine estérase, suggère une mise en place précoce et différente de l’innervation par les terminaisons nerveuses du splanchnique chez les FR50 se traduisant à P14 par une sécrétion accrue des catécholamines. Nos résultats montrent que les modifications du SSS s’établissent principalement au cours de la 2ème semaine de vie post-natale chez les FR50. Ces altérations pourraient avoir des effets à long terme et participer au développement de pathologies chroniques de l’adulte. 
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