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Abstract

Brain sexual differentiation is a process governed by sex steroid hormones that establishes
sexual differences in the nervous system during a sensitive period. Estrogens play a key role
in this process both in mammals and birds, although the effects of estrogens go in opposite
directions in the two vertebrate classes. They masculinize and de-feminize the brain and
behavior in rodents, whereas they induce demasculinization in birds. Microglia, the specific
macrophages to the brain region, seems to be involved since inhibiting them prevents the
masculinizing action of estrogens. Moreover, it is found in larger quantities in the brains of male
rodents during the sensitive period. In birds, the opposite is observed: microglia are more
abundant in female embryos and this difference depends on estrogen exposure. The Japanese
quail model provides unique opportunities to decipher the role of microglia in brain sexual
programing, since the hormones involved are the same as in rodents, this species has a
sensitive embryonic period and as opposed to rodents, the in ovo development occurs without

maternal influence.

The present research aimed to understand the role of microglial cells in brain sexual
differentiation. For this purpose, marker genes for microglia activity and abundance were
selected to study the functional and inflammatory profile of microglia, and marker genes for
microglia classification were also selected to compare their developmental expression with
rodents. In addition, treatments with an estrogen or an estrogen synthesis inhibitor were
applied to test a potential effect on microglial activity. gqPCR was performed on hypothalami
(and preoptic area) from male and female embryos at different stages of embryonic
development until the first day of life. For a marker gene of microglial activity, a difference
between males and females was highlighted, so a second experiment was performed testing

the activity of this gene under the two conditions mentioned above.

The results showed that the expression of genes indicative of the quantity of microglial cells
increases with developmental age suggesting that the amount of microglia increases during
embryonic development, without showing any difference between males and females. The
early microglia and pre-microglia classification of quail is not similar to that of rodents. During
the sensitive period, the expression of the IL1B gene, a marker of microglial activity, differs
between the sexes, suggesting that microglial activity differs between the sexes at this time.
However, no effect of estrogens and inhibitors of their synthesis was observed on IL1[3

expression, and by extension on microglial activity.



Résumé

La différenciation sexuelle du cerveau est un processus régi par les hormones stéroidiennes
sexuelles qui établit des différences sexuelles dans le systéme nerveux au cours d’une période
sensible. Les cestrogenes jouent un réle clé dans ce processus chez les mammiféres et les
oiseaux., mais leur effet est opposé entre ces deux classes de vertébrés. Chez les
mammiféeres, ils masculinisent et déféminisent le cerveau et le comportement, alors qu'ils
induisent une démasculinisation chez les oiseaux. La microglie, macrophages propres au
cerveau, semble impliquée dans ce processus puisqu’une inhibition de celle-ci prévient I'action
masculinisante des cestrogénes, elle est également présente en plus grande quantité dans le
cerveau des rongeurs méales au cours de la période sensible. Chez les oiseaux, l'inverse est
observé : la microglie est plus abondante chez les embryons femelles et cette différence
dépend de I'exposition aux cestrogenes. La caille japonaise offre un modéle de choix pour
comprendre le réle de la microglie dans la différenciation sexuelle du cerveau, puisque les
hormones impliquées sont les mémes que pour le rongeur, cette espéce possede une période
sensible embryonnaire et, contrairement aux rongeurs, le développement in ovo se déroule

sans influence maternelle.

La présente recherche visait a comprendre le rbéle des cellules microgliales dans la
différenciation sexuelle du cerveau. Pour ce faire, des génes marqueurs d’activité et
d’'abondance de la microglie ont été sélectionnés afin d’étudier le profil fonctionnel et
inflammatoire de la microglie. Des géenes marqueurs de classification de la microglie ont
également été sélectionné pour la comparer a celle des rongeurs. Parallelement, des
traitements a l'cestradiol ou un inhibiteur de synthése d’cestradiol, ont été appliqués afin
d’'observer un potentiel effet sur I'activité microgliale. Des qPCR ont été réalisées sur des
hypothalami (et aire pré optiques) issu d’embryons males et femelles a différents jours de
développement embryonnaire jusqu’au 1°" jour de vie. Pour un géne marqueur d’activité
microgliale, une différence entre males et femelles a été mise en évidence, c’est pourquoi une
seconde expérience a été realisée en testant l'activité de ce géne sous les deux conditions

citées précédemment.

Les résultats ont montré que I'expression de génes spécifiques de la microglie augmente avec
lage développemental suggérant que la quantité de microglie augmente au cours du
développement embryonnaire, sans montrer de différences entre les méles et les femelles.
La classification en microglie précoce et pré-microglie des cailles n’est pas similaire a celle
des rongeurs. Pendant la période sensible, I'expression du géne IL13, marqueur de l'activité
microgliale, différe entre les sexes, suggérant que l'activité microgliale differe entre les sexes
a cette période. Par contre, aucun effet des cestrogeénes et des inhibiteurs de leurs synthese

n’a été observé sur 'expression de IL1B, et par extension sur 'activité microgliale.
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Introduction



1. Contexte

Chez les vertébrés, de nombreuses différences distinguent les males et les femelles. I
peut s’agir de différences d’ordre morphologiques telles que la taille ou la musculature,
physiologiques, comme la répartition corporelle de la masse graisseuse, ou encore
cognitives, comme la capacité a s’orienter dans l'espace. Des différences sexuelles
existent aussi au niveau de l'incidence, des symptomes et des traitements de certaines
maladies, et notamment des maladies neurologiques. Les femmes seraient plus
susceptibles de présenter un trouble émotionnel qui se développerait aprés la puberte,
alors que les hommes seraient plus touchés par des troubles développementaux qui
induiraient des maladies mentales (Thibaut, 2016). Globalement, les hommes sont plus
affectés par les troubles du spectre autistique (jusqu’a 4 fois plus) (Fombonne, 2003 ; Hiller
et al., 2016; van Wijngaarden-Cremers et al., 2014), la schizophrénie (Aleman et al., 2003),
mais aussi le trouble de 'hyperactivité avec déficit de I'attention (3 fois plus) (Balint et al.,
2009; Catala-Lépez et al., 2012). Qaunt aux femmes, elles seraient plus touchées par le
trouble anxieux et la dépression (2 fois plus) (Altemus et al., 2014 ; Kessler et al., 1993).
Elles présenteraient également une réponse plus robuste du systéme immunitaire, en
conséquence, elles sont plus susceptibles de développer des maladies auto-immunes
comme la sclérose en plaque (Klein, 2000; McMillen, 1979). Des informations
supplémentaires a ce sujet sont disponibles en annexe. La compréhension des
meécanismes qui sous-tendent 'émergence de ces différences constitue donc une question

de santé publique importante.

Ces différences sexuelles découlent d’un processus nommé : « la différenciation
sexuelle ». Il permet a un organisme, un tissu ou une cellule au cours du développement
d’acquérir et de montrer des caractéristiques typiques males ou femelles. Un exemple
concret est la différenciation sexuelle des organes génitaux. La différenciation sexuelle du
cerveau et du comportement est donc ce mécanisme qui permet au cerveau de développer
des caractéristiques typiques de son sexe et de montrer a I'age adulte le comportement
adapté au sexe.

Au niveau du cerveau, la différenciation sexuelle est initiée par les hormones stéroidiennes
sexuelles. Une différence entre méles et femelles dans la concentration en hormones
durant une fenétre de temps précise au cours du développement, nommé « la période
sensible », est responsable de la différenciation du cerveau et de I'établissement du
comportement typique a I'dge adulte (Raisman & Field, 1973). Les mécanismes par
lesquels les hormones affectent le cerveau ne sont pas encore tous compris, mais les
hormones pourraient agir soit via des mécanismes épigénétiques, soit en influencgant la

migration et les connexions cellulaires, ou encore en influengant le nombre et la taille de
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cellules cibles (Lenz et al., 2012). Alors que la plupart des travaux se focalisaient sur I'effet
des hormones sur les neurones, des recherches ont montré que les prostaglandines
peuvent avoir le méme impact sur la différenciation sexuelle du cerveau que les stéroides
(Amateau & McCarthy, 2004). Cette découverte a initié les recherches sur la microglie, qui
sécréte des prostaglandines (Lenz et al., 2013). Ces travaux réalisés sur des modéles de
rongeurs ont révélé que la microglie est plus active et plus abondante dans le cerveau des
males au cours de la période sensible uniquement (Schwarz et al., 2012), suggérant que
la microglie pourrait médier I'action des hormones dans la différenciation sexuelle du
cerveau. Cependant, étant donné I'implication de molécules neuro-inflammatoires dans le
processus de différenciation, le développement des embryons in utero pourrait aussi étre
influencé par le systéeme immunitaire de la mere (McCarthy, 2019). Par conséquent, un
modele aviaire avec un développement in ovo permet d’étudier ces questions
indépendamment de linfluence de I'environnement maternel. Chez la caille, la période
sensible s’étend du jour embryonnaire 6 a 12 (Carere & Balthazart, 2007), et la microglie
colonise le cerveau a partir du jour embryonnaire 9 (Cuadros et al., 1993). Dans le noyau
pré-optique médian (POM) des femelles, un marquage immunohistochimique a mis en
évidence une quantité plus importante de microglie « en transition » et, dans une moindre
mesure « amiboide », du jour embryonnaire 9 (E9) au 12 (Delage & Cornil, 2020). Comme
chez les rongeurs, cette différence dépend de I'exposition précoce aux cestrogénes.
Toutefois, de nouvelles questions émergent, notamment de savoir comment la microglie
interagit et avec quoi pour exercer son réle dans la différenciation sexuelle du cerveau.
Pendant le développement, par son activité phagocytaire et la sécrétion de cytokines, la
microglie participe a la neurogenése, la mort cellulaire et I'élagage de synapses. Ces
processus sont impliqués dans la différenciation sexuelle mais ils restent encore peu
connus, en particulier chez l'oiseau.

Le but de ce mémoire consiste donc a étudier le profil d’expression de la microglie
d’embryons de cailles males et femelles au cours de leur développement, en mesurant par
gPCR l'expression de geénes marqueurs d’abondance et d’activité de la microglie. Le profil
d’expression de ces génes fournira des indications sur I'évolution de la microglie au cours
du développement et entre les sexes, il apportera des éléments importants a la
compréhension du réle de la microglie dans la différenciation sexuelle. Ce travail donnera
également des indices sur les similitudes et les différences entre espéces des processus

impliqués.



2. La microglie

21.

2.2.

Historique, origine et définition

Pio del Rio-Hortega est le premier chercheur a avoir décrit en 1919 les cellules
microgliales et les oligodendrocytes distinctement de la glie nerveuse. Avant cela, les
cellules gliales étaient considérées comme une matrice de soutien pour les neurones,
mais elles n’étaient pas considérées individuellement (Sierra et al., 2016). Nous savons
maintenant que les cellules gliales sont composées des astrocytes, de la microglie et
des oligodendrocytes. Leurs réles consistent a supporter et protéger les neurones, et
former de la gaine de myéline (Jessen, 2004). Cependant, les cellules microgliales (ou
microglie) sont différentes de leurs homologues gliales que ce soit en termes de
fonction, d’origine ou de morphologie. En effet, les cellules microgliales sont les
macrophages propres au systeme nerveux central. Ces cellules de I'immunité innée
sont donc responsables de la défense immunitaire et du maintien de 'homéostasie du
cerveau. Elles sont également impliquées dans le développement du cerveau aussi
bien en condition physiologique que pathologique. Elles représentent 5 8 10% de la
population cellulaire du cerveau (Thion & Garel, 2017).

Ces cellules microgliales proviennent de progéniteurs de la lignée myéloide, présents
dans le sac vitellin et sont donc d’origine mésodermique, contrairement aux cellules
gliales et aux neurones qui proviennent du neuroectoderme (Kettenmann et al., 2011).
Les cellules microgliales n'ont pas non plus la méme origine que les macrophages
périphériques ou d’autres types de macrophages comme les cellules de Kupffer dans
le foie ou les macrophages alvéolaires dans les poumons (Sheng et al., 2015). Ainsi,

les cellules microgliales ont une origine et une fonction unique.

Le développement de la microglie

Comme dit précédemment, la microglie prend son origine dans le sac vitellin. Chez les
rongeurs, ces cellules progénitrices y apparaissent au jour embryonnaire 7 (E7) (Prinz
et al., 2019). Elles migrent ensuite vers le cerveau par la circulation vasculaire d’'une
part (Ginhoux et al., 2010), mais aussi par les ventricules et les méninges d’autre part
(Cuadros & Navascués, 1998 ; Thion & Garel, 2017). Cette migration s’opére a partir
du jour embryonnaire 9 (E9) jusqu’a formation de la barriere hémato-encéphalique a
E14 (Matcovitch-Natan et al., 2016). Chez la caille, la microglie initie la colonisation du
cerveau a partir du E9 jusque E16, mais une petite quantité de microglie est déja
présente dans le cerveau avant E9 (Cuadros et al., 1993). Au cours du développement,
ces cellules microgliales arrivent trés té6t dans le cerveau. En effet, elles y sont déja

présentes quand les neurones et les cellules gliales commencent seulement a s’y
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différencier (a E16). De plus, cette colonisation cérébrale précoce semble conservée
chez les vertébrés étant donné qu'elle est également observée chez différentes
espéces comme le poisson-zebre, le poulet, le lapin, le rat, la caille (Alliot et al., 1999;
K. Ashwell, 1989; K. W. S. Ashwell et al., 1989; Cuadros et al., 1993; Herbomel et al.,
2001; Marin-Teva et al., 1998) ou encore I'humain, ou ces cellules pré-microgliales
atteignent également le cerveau via les méninges et les ventricules a partir de la 5™
semaine (Rezaie et al., 1999; Verney et al., 2010).

La microglie se renouvelle par auto-prolifération tout au long de la vie car une fois la
barriéere hémato-encéphalique (BHE) formée, il 'y a plus de migration de cellules
souches sanguines possible (Tay et al., 2016). Cependant, dans des conditions
pathologiques particulieres comme un stress chronique ou une irradiation qui atteint la
BHE, des cellules souches peuvent atteindre le tissu nerveux et intégrer la population
de microglies (Lenz & Nelson, 2018). De plus, dans le cas de maladies
neurodégénératives comme la sclérose en plaques et la maladie d’Alzheimer, des
progéniteurs de la moelle osseuse sont également observés dans le cerveau et font
partie de la population de microglie (Jung & Schwartz, 2012; Simard & Rivest, 2006).
Néanmoins, le repeuplement microglial est encore un sujet de controverse et des

études supplémentaires avec des technologies plus précises sont nécessaires.

Les différents morphotypes

De sa migration a son développement dans le systéme nerveux central (SNC), la
microglie présente plusieurs morphologies (Schwarz et al., 2012). Il y a 4 morphologies
distinctes (figure 1). La premiére est la forme amiboide. Sous cette configuration, la
microglie dite précoce ne présente pas de bras de ramification et son corps cellulaire
estrond et dense, ce qui lui permet d’étre mobile et de sécréter une quantité importante
de cytokines. C’est sous cette forme que la microglie migre et colonise le cerveau
(Hammond et al., 2019a). Plus tard, elle change de configuration et son corps devient
plus allongé (2°™ morphotype). Enfin, la microglie développe ses bras de ramification
qui sont d’abord courts et épais (3°™ morphotype), pour finir par une ramification avec

de nombreux bras longs et fins (4°™ morphotype) (Schwarz et al., 2012).

Hétérogénéité de la microglie

La microglie est une population de cellules dont la fonction varie énormément selon
'age de lindividu, la région du cerveau dans laquelle elle se trouve. Une analyse de
'expression des génes de la microglie au cours du temps a permis de la classer en 3

profils chez les rongeurs (Matcovitch-Natan et al., 2016).



Le profil de la microglie dite précoce commence dés I'apparition de la microglie
jusqu'a E14. Celle-ci est associée a I'expression de genes impliqués dans le cycle
cellulaire et la différenciation, comme MCM5 (composant 5 du complexe de

maintenance des minichromosomes) et DAB2 (protéine adaptatrice 2).

Ensuite, la pré-microglie apparait de E14 jusqu’a quelques semaines apres la
naissance. Celle-ci est associée a I'expression de génes comme CSF1R (récepteur du
facteur 1 stimulant les colonies [CSF1], parfois appelé M-CSFR) qui est un récepteur
membranaire a tyrosine kinase. Pour certains, CSF1R est exprimé par les microglies
spécifiquement (Erblich et al., 2011), et pour d’autres il serait aussi exprimé faiblement
par les progéniteurs neuronaux (Chitu et al., 2016). Dans tous les cas, il est
indispensable pour le développement et le maintien de la microglie (Chitu & Stanley,
2017 ; Erblich et al., 2011 ; ElImore et al., 2014 ; Oosterhof et al., 2019).

Comme mentionné ci-dessus, CSF1R a pour ligand CSF1 aussi appelé M-CSF. Il s’agit
d'un facteur de croissance nécessaire a la production, au développement, a la
différenciation et la survie des macrophages et des monocytes (Greter et al., 2012).
Contrairement a son récepteur, un déficit en CSF1 ne provoque pas de perte massive
de microglie (Ginhoux et al., 2006). Cette observation laisse penser qu'un deuxiéme
ligand serait responsable du maintien de la population de microglie. De fait,
l'interleukine 34 (IL34) est le second ligand de CSF1R. Cette interleukine est produite
presque entierement par les neurones et les kératinocytes (Wang et al., 2012). L'IL34
est indispensable a 'homéostasie de la microglie (Greter et al., 2012; Wang et al.,
2012; Wang & Colonna, 2014). Elle est exprimée dans le cerveau d’embryon de souris
plus t6t que CSF1, et est détectable a partir du jour embryonnaire 11,5 (Wei et al.,
2010). Ces deux ligands ne partagent pas le méme domaine de liaison sur le récepteur
et ne montrent pas d’homologie de séquence, ils ont donc des activités biologiques
distinctes (Chihara et al., 2010). De plus, les deux ligands ne sont pas exprimés dans
les mémes régions du cerveau (Nandi et al., 2012). Ces données laissent penser qu’ils

agissent en complémentarité.

Le dernier type de microglie est la microglie adulte qui apparait quelques semaines
aprés la naissance. Sous cette forme, la microglie est associée a I'expression de
facteurs de transcription impliqués dans I'homéostasie de la microglie comme MafB
(facteur de transcription B). La figure 2 reprend I'ensemble des informations données

ci-dessus (Matcovitch-Natan et al., 2016).
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microglia stout processes processes processes

Figure 1. Représentation des 4 morphotypes de microglies. De gauche a droite : la
microglie amiboide, avec un corps cellulaire volumineux et pas de processus, la
microglie a moyen processus, la microglie a processus épais, et la microglie ramifiée
avec des processus longs et fins (Schwarz et al., 2012).
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Figure 2. Représentations des différents transcriptomes de la microglie au cours de
son développement chez le rongeur. De gauche a droite : la microglie précoce sous
forme amiboide qui exprime des genes impliqués dans le cycle cellulaire, la pré-
microglie qui exprime des genes impliqués dans I'élagage synaptique, et la microglie
adulte ramifiée qui exprime des genes dans la surveillance immunitaire (Matcovitch-
Natan et al., 2016).



2.2.3. Les roles de la microglie dans le développement du cerveau
Grace a sa capacité de phagocytose, la premiéere fonction de la microglie consiste a
eliminer les débris tels que les déchets apoptotiques (fig. 3) (Sierra et al., 2013).
Ensuite, ses facultés mobile et sécrétoire lui permettent de se rendre sur un lieu de
dommage du SNC et de sécréter des cytokines et chimiokines qui permettent de
médier la réponse immunitaire (Kierdorf & Prinz, 2013). Elle exerce donc des réles
principaux de surveillance et de nettoyage, mais elle est également essentielle durant
le développement pour d’autres taches. En voici quelques exemples :
La micrologie régule le nombre de progéniteurs neuronaux au cours du
développement, et donc indirectement influence la neurogeneése (fig. 3). Le mécanisme
de mort cellulaire programmeée (ou apoptose) consiste a ne garder que les neurones
les plus opérationnels. La moitié des neurones subit ce mécanisme au cours du
développement et cela semble conservé parmiles vertébreés et les invertébrés (Abrams
et al., 1993). Lors de sa colonisation dans le SNC, la microglie migre d’abord dans des
zones de prolifération intense ou elle phagocyte des progéniteurs neuronaux. Pour
preuve, la désactivation de la microglie résulte en une augmentation de la population
de progéniteurs neuronaux, et inversement, une activation de la microglie réduit ce
pool (Cunningham et al., 2013). La figure 5. B. met en évidence une microglie avec
des vésicules de phagocytose qui digére des progéniteurs neuronaux.
La microglie est également impliquée dans I'élagage synaptique (fig.3). Le principe est
approximativement le méme que celui cité juste plus haut. La microglie phagocyte du
matériel synaptique afin de sélectionner les synapses les moins efficaces pour
permettre a celles restantes de continuer a se développer. Un retard d'élagage
synaptique résulte en un excés d'épines dendritiques et des synapses immatures
(Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 2012).
Une sous population de microglie exprimant CD11c est trouvée en abondance dans
les zones de myélinisation primaire et est une source importante d'lGF1 (Insulin-like
growth factor 1), un facteur de croissance nécessaire a la myélinogénése et a la
neurogénese dans le développement. Une suppression sélective de I'expression
d'IGF1 par les microglies CD11c réduit considérablement le poids du cerveau et
significativement la myélinisation primaire, ce qui prouve I'implication de la microglie
dans la myélinogénese (fig.3) (Wlodarczyk et al., 2017).
Enfin, la microglie joue aussi un réle dans le cablage embryonnaire du cerveau
antérieur en modulant I'excroissance des axones dopaminergiques et en positionnant
les interneurones néocorticaux. Ce cablage embryonnaire impacte le développement
de microcircuits néocorticaux postnataux (Squarzoni et al, 2014) et un
dysfonctionnement de ce céblage peut étre source de troubles neuropsychiatriques
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(Marin, 2012). La microglie se développe dans le cerveau avec une localisation

spécifique (Swinnen et al., 2013).
Réle de la microglie adulte

La microglie adulte reste une population de cellules particuliérement dynamique. On la
trouve sous deux formes différentes : la forme surveillante et la forme activée. Les
figures 4 et 5A. montrent les principales fonctionnalités de la microglie ainsi que

I'aspect histologique de ses deux formes adultes.

La forme surveillante présente une microglie avec un corps trés allongé et de
nombreux bras de ramifications qui sont longs et fins, ils permettent de maintenir
’homéostasie du cerveau en monitorant leur environnement (Davalos et al., 2005 ;
Nimmerjahn et al., 2005). Le réle de la microglie surveillante est de maintenir
’homeéostasie cérébrale a I'aide de ses nombreux récepteurs pour les hormones
(cestrogenes et progestérone), via les neurotransmetteurs, les cytokines et les
chimiokines afin de répondre rapidement a la moindre perturbation (Kettenmann et al.,
2011 ; Sierra et al., 2008). On distingue deux types de signaux qui contrélent la
capacité de phagocytose de la microglie, les signaux de type « mange-moi » et « ne
me mange pas » (Hoek et al., 2000 ; Lehrman et al., 2018). Ces signaux sont captés
par les récepteurs dits éboueurs, piégeurs ou scavengers en anglais (SR) et les PRR
(Pattern Recognition Receptors) qui sont une grande famille de récepteurs des cellules

de 'immunité innée (Herwald & Egesten, 2011; Hickman et al., 2018).

A linverse de la microglie surveillante, la forme activée est abondante lors d’un
contexte inflammatoire, d0 a un stress, une exposition a un pathogéne ou un
dommage. Il s’agit d’'un état d’alerte qui permet de gérer une situation pathologique
pour permettre le retour a la normale. Le morphotype de cette microglie activée est
différent : les processus ont soit disparu soit sont beaucoup plus courts et épais, et le
corps cellulaire s’hypertrophie. La microglie activée prolifere et présente une motilité et
un profil sécrétoire de cytokines plus élevé, afin de réagir au danger (Kettenmann et
al., 2013). Méme si son aspect cellulaire rappelle la microglie amiboide, ces deux types
de microglies ne sont pas a confondre car elles n’exercent pas les mémes activités
(Lenz & Nelson, 2018).

Des informations supplémentaires sur les 2 formes de microglies adulte sont disponible

en annexe.
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Figure 3. Schéma illustrant les
principales fonctions de Ia
microglie pendant le
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représentation d’une cellule
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3. La différenciation sexuelle

3.1.

3.1.1.

Les hormones stéroidiennes

Les hormones sont des messagers chimiques. Elles sont produites par les cellules
endocrines et sont libérées dans le sang ou la lymphe pour agir sur leur cible. Les
hormones stéroidiennes ont comme précurseurs communs le cholestérol (fig. 6) (Hiller-
Sturmhofel & Bartke, 1998). Elles jouent un réle essentiel dans la régulation du
métabolisme et notamment des os, I'équilibre hydrique et salin, dans l'initiation et le
maintien de la différenciation sexuelle et la reproduction. (Schiffer et al., 2019). On
distingue plusieurs groupes en fonction du récepteur auxquels elles se lient: les
glucocorticoides (cortisol), les minéralocorticoides (aldostérone), les androgenes
(testostérone et dihydrotestostérone), les cestrogénes (estradiol) et les progestatifs
(progestérone). Les hormones stéroidiennes sont liposolubles. Cette caractéristique
leur permet de traverser facilement une bicouche lipidique et par conséquent d’entrer

dans une cellule ou traverser la BHE par simple diffusion (Beato, 2000).

Les androgénes

Les androgénes sont associés aux hormones masculines car ils sont plus abondants
chez les méales. Dans ce groupe, on trouve la testostérone, la dihydrotestostérone
(DHT) et la déhydroépiandrostérone (DHEA). Les androgenes sont impliqués dans de
nombreuses fonctions comme la spermatogenése, la différenciation et le maintien des
caractéristiques primaires et secondaires males, le métabolisme, et le comportement

agressif et copulatoire (Nelson, 2005).

Les cestrogenes

Les cestrogénes sont généralement considérés comme les hormones sexuelles
femelles car ils sont plus abondants chez celles-ci. Dans la famille des cestrogénes on
trouve par exemple I'cestradiol, I'cestrone et I'cestriol, qui ont comme précurseur un
androgéne (fig. 6). Les cestrogénes sont produits principalement dans les ovaires, le
placenta et enfin le cerveau. Leurs roles sont multiples mais les principaux sont d’initier
la formation du corps jaune, d’affecter de maniéere cyclique le tractus génital, et de
maintenir les caractéristiques féminines secondaires (Nelson, 2005). lls jouent
également un réle important dans le métabolisme et notamment celui de I'eau et du
calcium, et empéchent la résorption osseuse (Khosla & Monroe, 2018). Enfin, ils
régulent et influencent le comportement sexuel et maternel des femelles mais aussi le
comportement sexuel, social et agressif des males. En plus de leur réle protecteur sur

la résorption osseuse, les cestrogenes jouent aussi un réle protecteur sur le systéme
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cardiovasculaire grace a leur interaction avec le systéme immunitaire (Trenti et al.,
2018).

Les cestrogeénes ont deux modes d’action, un génomique et un non-génomique. Le
premier induit des effets lents qui peuvent prendre quelques heures a quelques jours.
La durée d’action est généralement longue (McEwen & Alves, 1999). Les cestrogénes
rejoignent le noyau de la cellule et se fixent a des récepteurs nucléaires ER alpha et
ER beta, qui agissent sur le promoteur de génes cibles et modulent I'expression de ces
génes (Beato, 2000). Le mode d’action non-génomique implique des récepteurs
membranaires qui, une fois lié a leur ligand, activent des voies de signalisations qui
modifient I'activité de la cellule. Ces liaisons peuvent par exemple entrainer une
modification de I'activité électrique ou de la sensibilité d’un récepteur pour son ligand.
Ce mode d’action va de l'ordre de quelques secondes a quelques minutes mais la

durée d’effet est plus courte que celle des effets génomiques (Amenyogbe et al., 2020).

L’aromatisation

Comme illustré dans la figure 6, la testostérone est convertie en cestradiol par une
enzyme nommée l'aromatase. L’aromatase est notamment exprimée dans les
gonades, le placenta, les os et le cerveau (Santen et al., 2009). Chez les rongeurs, elle
est exprimée en grande quantité dans 'amygdale médiane, I'hypothalamus médio
basal, I'aire pré optique médiane et le noyau du lit de la strie terminale (BNST). En
outre, elle est plus exprimée dans le cerveau des males que des femelles. Chez la
caille, 'aromatase est active dans le cerveau a partir du jour embryonnaire 10
(Schumacher, Hutchison, et al., 1988)

La différenciation sexuelle chez les mammiféres

La différenciation sexuelle est le processus par lequel un organisme ou un tissu devient
male ou femelle et développe des caractéristiques spécifiques au sexe de l'individu.
Ces caractéristiques s’établissent pendant le développement et garantissent la
reproduction et le comportement de I'individu (VanRyzin et al., 2020). Le maéle, qui a
un chromosome X et un chromosome Y posséde sur ce dernier le géne Sry. Durant le
développement embryonnaire, ce géne Sry initie une cascade de signalisations qui
aboutit a la formation de testicules. La testostérone sécrétée par les testicules initie le
développement des canaux de Wolff et la régression des canaux de Muller. Les
femelles, elles, possédent deux chromosomes X et développent deux ovaires en
absence de la protéine (Testis Determinig Factor) codée par le géne Sry. En I'absence
d’androgenes, les canaux de Miller se développent en utérus, trompes et les canaux

de Wolff disparaissent. Ainsi, la différenciation sexuelle femelle est la voie par défaut
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(VanRyzin et al., 2020). Toutefois, une exposition périnatale a I'cestradiol semble
nécessaire pour que la femelle montre les caractéristiques typiques femelles a I'adge
adulte.

Chez le rongeur, la durée de gestation est d’environ 20 jours. Chez les méles, un
premier pic de testostérone issu des testicules nouvellement formés est observé entre
E16 et E18. Un second pic est observe a la naissance (fig. 7). Aprés cela, les testicules
ne sécrétent plus de testostérone jusqu’a la puberté (Bakker & Brock, 2010). Du coté

des femelles, de I'cestradiol est sécrété a partir de la période post-natale (2 semaines).

La différenciation sexuelle du cerveau des rongeurs

La différenciation sexuelle du cerveau dépend de I'exposition aux hormones sexuelles.
Elle consiste a faconner la circuiterie du cerveau de maniére irréversible et permet a
l'individu une fois adulte de montrer les caractéristiques typiques a son sexe. Cette
phase est appelée effet organisationnel (Phoenix et al., 1959). En effet, pendant la
période embryonnaire (fig. 7) les androgénes testiculaires sont convertis en cestradiol
par 'aromatase ce qui induit ensuite la masculinisation et la déféminisation du cerveau
et du comportement (Schwarz & McCarthy, 2008). Chez les femelles, I'cestradiol
sécrété un peu avant la puberté féminise le cerveau. L’cestradiol a donc deux effets
clés mais opposés, selon la période de développement (Brock et al., 2011; Schulz &
Sisk, 2006).

A partir de la puberté, les hormones sécrétées activent la machinerie, préalablement
préparée, et permettent a lindividu d’exprimer un comportement sexuel et les
caractéristiques typiques a son sexe (Phoenix et al., 1959). Toutefois, la phase
d’activation peut étre réversible si I'effet de 'hormone est inhibé. Alors que l'effet
organisationnel qui agit pendant le développement embryonnaire est lui, irréversible.
L’effet organisationnel se produit durant la période sensible aux stéroides. Il s’agit
d'une fenétre de temps durant le développement qui permet aux hormones
stéroidiennes de moduler 'architecture de cerveau. En dehors de cette période, les
hormones n’exercent plus aucun effet sur I'architecture du cerveau.

De nombreuses expériences ont été réalisées en jouant avec cette période sensible.
La premiére qui en fournit la preuve a été réalisée sur des cobayes et a montré que
'administration d’'un androgéne exogene avant la naissance avait la capacité de
masculiniser le cerveau des femelles et leur comportement (Phoenix et al., 1959). A
linverse, la castration des males dés la naissance empéche la masculinisation
(Raisman & Field, 1973).
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Figure 6. Voies biochimiques de la synthese des neuro-stéroides dans le cerveau des
vertébrés (STOFFEL-WAGNER, 2003).
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Figure 7. Schéma récapitulatif de la différenciation sexuelle du cerveau des rongeurs.
Sous l'influence du sexe chromosomique, les gonades bipotentielles se différencient
en ovaires ou testicules. Apres quoi, les testicules sécrétent de la testostérone qui sera
convertie en cestradiol dans le cerveau et permettra la différenciation sexuelle du
cerveau, pendant la période sensible du méle. Chez les femelles, la période sensible
semble étre plus tardive mais correspond aussi a une sécrétion d’cestradiol qui
compléte la féminisation. A la puberté, les hormones sont activatrices et permettent
d’exprimer un comportement (Bakker & Brock, 2010)



3.2.2. La différenciation sexuelle du cerveau chez I'oiseau

Chez l'oiseau, le sexe est déterminé par les chromosomes sexuels ZZ (méle) et ZW
(femelles) (Smith & Sinclair, 2004). Ce sont donc les femelles qui sont
hétérogamétiques, en opposition aux mammiferes. Les genes portés par ces
chromosomes ZZ & ZW contrélent la différenciation sexuelle au cours de la vie
embryonnaire. L'équivalent du Sry chez les méles mammiféres est le géne DMRT1
chez l'oiseau qui est porté par le chromosome Z, il est le candidat le plus susceptible
d’étre responsable de la différenciation des gonades en testicules (Chue & Smith,
2011).

Comme chez les mammiféres, une ébauche gonadique est présente chez les deux
sexes. Chez les femelles, cependant, seul 'ovaire gauche devient mature alors que le
droit régresse (Guioli et al., 2014). Durant le développement embryonnaire, I'ovaire
produit de I'cestradiol & partir du 6™ embryonnaire (Ottinger et al., 2001). Par contre,
les testicules restent relativement quiescents jusqu’a éclosion (Schumacher, Sulon, et
al., 1988), un pic de testostérone survient a la naissance chez les méales (Balthazart &
Schumacher, 1984; Schumacher, Sulon, et al., 1988). Ensuite, il n'y a plus de
production d’hormones jusqu’a la puberté chez les deux sexes (jour postnatal 21)
(Ottinger & Brinkley, 1979).

Le méme concept d’effets organisationnels et activateurs explique le développement
des différences entre les sexes et les caractéristiques typiques du sexe a I'age adulte.
Toutefois, chez I'oiseau ce sont les males qui se développent en I'absence d’exposition
a une hormone stéroidienne sexuelle. Une hypothése a cette inversion par rapport aux
rongeurs est que le méle oiseau est le sexe homogamétique ZZ comme la femelle
rongeuse qui est XX. Chez la caille, la période sensible s’étend du 6°™ jour au 12%™¢
jour embryonnaire (fig. 8) et I'éclosion se produit vers le 17-18%™ jour (Carere &
Balthazart, 2007). Une injection d’cestradiol dans un ceuf de caille male pendant la
période sensible provoque la démasculinisation de son cerveau et de son
comportement a I'adge adulte (fig. 9), et celui-ci ne peut montrer de comportement
copulatoire typique male (Balthazart & Adkins-Regan, 2002). 1l a été prouvé sur quatre
espéces aviaires différentes (la caille japonaise (Adkins, 1979), le poulet (Sayag et al.,
1991; Wilson & Glick, 1970), le pigeon (Orcutt, 1971) et le diamant mandarin (Adkins-
Regan et al., 1994) que I'exposition précoce a I'cestradiol démasculinise le cerveau et
le comportement des femelles (fig. 9) (Balthazart & Adkins-Regan, 2002), tout comme

les rongeurs males.
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dernier une fois formé sécréte de I'cestradiol a partir du jour 6 qui démasculinise le cerveau et
le comportement (=différenciation sexuelle du cerveau). En I'absence d’cestradiol sécréte par
l'ovaire, le cerveau méle se différencie. A partir du jour 10, I'aromatase est active dans le
cerveau (Carere & Balthazart, 2007).

Male eggs Female eggs
i (=
X ’—. -3
4 . 7
+E2

{+T acting via
arcmatization)

+Aromatase
nhibitor

{Cwvarian

F R —r—
{No testicular estrogens)

steroids)

RK--.

Male Mon-dems nized Demasculinized Female
¥

fermale male

Present Absent

Male-typical copulatory behavior

Figure 9. Représentation des manipulations qui ont permis d’identifier les mécanismes
endocriniens qui contrblent la différenciation sexuelle du cerveau et du comportement chez la
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comportement copulatoire typique-méle & I'dge adulte. A l'inverse, si elles sont traitées avec
un inhibiteur d’aromatase pendant le développement, elles montrent un comportement
copulatoire typique-méle suite a un traitement adulte avec de la testostérone (Carere &
Balthazart, 2007)



3.3.

Pour preuve, les embryons femelles qui regoivent un traitement qui bloque I'cestradiol
(ou un inhibiteur d’aromatase) pendant la période sensible montrent a 'dge adulte en
réponse a de la testostérone exogene un comportement copulatoire typique male (fig.
9) (Adkins, 1976; Balthazart et al., 1992).

En résumé, la différenciation sexuelle du cerveau « par défaut » chez la caille est le
phénotype masculin, contrairement aux rongeurs. De plus, une exposition pendant la
période sensible a de l'cestradiol démasculinise le cerveau des oiseaux, alors qu'il

déféminise le cerveau des rongeurs.

Les difféerences sexuelles dans le cerveau des rongeurs

La différenciation sexuelle du cerveau induite par les cestrogénes méne a des
différences sexuelles comme le nombre et la morphologie de la microglie ou la taille du

SDN dans l'aire pré-optique.

Tout d’abord, citons les différences qui concernent la microglie. Durant le
développement, des différences de nombres et de morphologies ont été relevées, elles
évoluent et s’'inversent au cours du temps et jusqu’a I'age adulte. En effet, durant la
période sensible, les males possédent un plus grand nombre de microglies amiboides
(Lenz etal., 2012; Schwarz et al., 2012). Par la suite, a I'dge adulte, ce sont les femelles
qui possédent une densité de microglies plus élevée. Ces différences sont observées
dans le gyrus denté, 'amygdale, I'hippocampe, le cortex pariétal (Schwarz et al., 2012)
et dans l'aire pré-optique (POA) (Lenz et al., 2012). En paralléle, les femelles montrent
un profil microgliale plus actif a partir de la naissance jusqu'a I'age adulte par
I'expression accrue des cytokines IL10 et IL1 3 (Lively et al., 2018; Schwarz et al.,
2012). En résumé, les males possedent une quantité de microglie sous forme amiboide
plus importante pendant la période sensible. Alors qu’a partir de la puberté, ce sont les

femelles qui possédent plus de microglie et plus réactive.

Dans le POA, deux noyaux sont sexuellement dimorphiques (Gorski et al., 1978) : le
noyau sexuellement dimorphique de l'aire pré-optique (SDN-POA), qui est cing fois
plus grand chez le male. Cette différence s’explique notamment par un nombre plus
important de neurones et une densité d’épines dendritiques qui les arborent plus
importante chez les males. (Amateau & McCarthy, 2002, 2004). Le noyau
périventriculaire antéro-ventral (AVPV) est lui plus volumineux chez la femelle (Orikasa
et al., 2002). Notons que la zone du cerveau concernée par ces différences sexuelles
sous l'action des hormones sexuelles est principalement le POA. En effet, cette zone
exprime une quantité importante de récepteurs aux stéroides sexuels ainsi que

d’aromatase (McCarthy, 2010), elle joue aussi un rdle clé dans le contréle de la
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3.4.

3.5.

4.

reproduction et dans I'établissement du comportement reproducteur méle et maternel
(Hull & Dominguez, 2007 ; Lonstein & de Vries, 2000).

Les différences sexuelles dans le cerveau des cailles

Comme pour le rongeur, le noyau pré-optique médian (POM) de la caille japonaise est
significativement plus grand chez les males que chez les femelles (Viglietti-Panzica et
al., 1986). Cette différence apparait a la puberté vers cinq a six semaines de vie
(Ottinger & Brinkley, 1979). Une autre différence sexuelle robuste concerne les
neurones a vasotocine. La vasotocine est 'homologue de la vasopressine chez les
mammiféres (Panzica et al., 1996). Comme chez les rongeurs (Forger, 2006), les
cailles méles exhibent un plus grand nombre de fibres vasotocinergiques que les
femelles dans le POM, le septum latéral (SL) et le noyau du lit de la strie terminale
(BST) (Aste et al., 1998 ; Viglietti-Panzica et al., 1992, 1994).

Pour finir, des différences sexuelles existent également au niveau de la microglie chez
la caille. Durant la période sensible, les femelles ont significativement plus de
microglies dans le POM sous différents morphotypes (amiboide et en transition)
(Delage & Cornil, 2020). Cette différence est déterminée par les cestrogénes, puisqu’un
traitement a I'cestradiol chez les males avant la période sensible augmente le nombre
de microglie présentant alors un profil microgliale similaire a celui des femelles. A
linverse chez les femelles, inhiber la synthése des cestrogénes provoque un profil
microglial semblable a celui des méales. Ces données coincident avec ce qui a été

montré chez les rongeurs.

Les mécanismes de la différenciation sexuelle du cerveau

Ces différences sexuelles sont induites par les hormones. Les mécanismes par
lesquelles elles apparaissent sont : I'épigénétique avec I'acétylation et la méthylation
des histones qui active I'expression d’'un géne ou au contraire tait son expression, la
neurogenése et I'apoptose qui régulent le nombre de cellules, la spinogenése et la

migration neuronale et enfin la différenciation cellulaire (Lenz et al., 2012).

Implication du systéme immunitaire dans la différenciation sexuelle du
cerveau et du comportement
La microglie et d'autres cellules du systéeme immunitaire jouent un réle dans la

différenciation sexuelle du cerveau et du comportement. Méme si ce réle médiateur/acteur

n’est pas encore tout a fait compris, les preuves sont limpides.
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4.1.

Tout d’abord rappelons que pendant le développement, la microglie participe a
d’'importants processus tels que la neurogenése, I'angiogenése, I'élagage synaptique et
I'apoptose, ce qui lui permet de contréler le nombre de cellules et de connexions (Augusto-
Oliveira et al., 2022 ; Kettenmann et al., 2013). Ces rdles sont exécutés en partie grace
aux cytokines et aux prostaglandines que la microglie sécrete durant le développement
sous sa forme amiboide (Gehrmann et al., 1995). Toutefois, la microglie exprime
également des récepteurs aux prostaglandines (Levi et al., 1998). La micrologie a donc un
double réle de « produce & respond » vis-a-vis des prostaglandines. Les prostaglandines
sont des hormones pro-inflammatoires qui sont synthétisées a partir de l'acide
arachidonique grace a deux cyclooxygénases, COX-1 et COX-2 (Ricciotti & FitzGerald,
2011). Les prostaglandines et plus particulierement la prostaglandine E2 (PGEZ2), la plus
abondante dans le corps, sont impliquées dans plusieurs processus notamment la
régulation de linflammation. De maniére intéressante, la microglie amiboide produit
également les COX-1 et -2 (Kaufmann et al., 1997). Cela dit, I'expression de COX-2
semble étre induite de maniére ponctuelle, a la suite d’'un stimulus comme un contexte
inflammatoire par exemple. Tandis que I'expression de COX-1 est, elle, continue (Garavito
& DeWitt, 1999). A titre informatif, les COX sont les cibles des médicaments anti-

inflammatoires non stéroidiens (Ricciotti & FitzGerald, 2011).

Activité sécrétoire des cellules immunitaires dans le contexte de la différenciation du

cerveau

Dans le POA des rongeurs, la PGE2 participe a la masculinisation du cerveau. Au
cours de la période sensible, I'cestradiol augmente la production de COX-2 et donc
indirectement de PGE2, dont la concentration est plus importante chez les males.
Celle-ci induit une augmentation du nombre d’épines dendritiques chez les males et
est nécessaire pour la masculinisation du comportement (Amateau & McCarthy, 2004).
Cette découverte a surpris la communauté scientifique, en effet il est interpelant de
constater qu’'une bréve augmentation de PGE2 pendant le développement puisse
faconner le cerveau de maniére permanente (Wright & McCarthy, 2009). Plus
récemment, il a été découvert que les mastocytes, qui sont présents en plus grande
quantité dans le POA des males, via une dégranulation d’histamine induiraient une

augmentation de PGE2, sous l'influence de I'cestradiol (Lenz et al., 2018).

Les sources de PGE2 et de COX-2 semblent étre d’origine microgliale. En effet, la
microglie est indispensable au processus de masculinisation puisqu’une inhibition de
celle-ci empéche I'cestradiol d’augmenter le niveau de COX-2 et de PGE2 dans le POA
en développement (Lenz et al., 2013). L'inhibition de la microglie pendant la période

sensible empéche également la masculinisation du cerveau des maéles, ceux-ci ne
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4.2.

montrant plus le phénotype masculin des épines dendritiques, et étant incapables
d’exprimer un comportement copulatoire males a l'age adulte, méme avec un
traitement périnatal a I'cestradiol qui est normalement masculinisant (Lenz et al., 2013).
Pour résumer, si la microglie est inactivée, les effets de la PGE2 sont inhibés. Cette
étude a aussi mis en évidence qu’un traitement de PGE2 chez les femelles induit un
profil microgliale similaire a celui des males, c’est-a-dire un nombre plus important de
microglie amiboide. A linverse, inhiber la PGE2 chez les méales a empéché ces
derniers de montrer un phénotype microgliale masculin. Ces données suggerent donc
un réle central de la microglie et de la PGE2 dans la masculinisation du cerveau des

rongeurs.

Chez la caille, on s’attendrait a ce que les effets soient juste inverses, étant donné que
I'cestradiol démasculinise le cerveau des femelles. En effet, I'inhibition de la COX et
donc de la PGE2 pendant la période sensible entraine une diminution du comportement
copulatoire male sans affecter I'innervation des neurones vasotocinergiques du POM
(Delage et al., 2021). De plus, aucune différence entre les males et femelles n’'a été
relevée concernant la quantité de PGE2 ou d’acide arachidonique ainsi que des
récepteurs au prostaglandines dans l'aire pré-optique et I'hypothalamus (HPOA)
(Delage et al., 2021). Une injection de PGE2 n’a pas réussi a masculiniser le cerveau
des femelles. La PGE2 ne semble donc pas étre autant impliquée dans la
différenciation sexuelle du cerveau des cailles qu’elle ne I'est pour les rongeurs.
Pendant la période sensible, I'inhibition de la COX augmente par contre le nombre de
microglie chez les méles au méme niveau que les femelles tant pour la micrologie
amiboide qu’en transition (Delage et al., 2021). En résumé, les effets de l'inhibition de
la COX sur la microglie et les prostaglandines suggérent qu’'un prostanoide dont
lidentité reste actuellement inconnue serait impliqué dans le maintien de la
masculinisation du cerveau des maéles, alors que chez le rongeur la PGE2 participe a

la déféminisation et a la masculinisation du cerveau des méles.

Activité phagocytaire des cellules immunitaires dans le contexte de la différenciation

du cerveau

Dans 'amygdale des rongeurs males, les microglies montrent une activité phagocytaire
plus importante que les femelles pendant la période sensible. Cette phagocytose plus
élevée est induite par les endocannabinoides et régule le nombre d’astrocytes
fagonnant la circuiterie neuronale. Il en résulte notamment une fréquence de jeux
sociaux plus intense chez les méles juvéniles par rapport aux femelles (VanRyzin et
al.,, 2019). Inversement, dans I'hippocampe ce sont les femelles qui montrent une

microglie néonatal phagocytaire plus élevée. Et I'cestradiol a pour effet de diminuer la
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phagocytose dans les femelles (Nelson et al., 2017) . De plus, les femelles possédent
également une microglie phagocytaire plus importante dans le SDN en développement.
Elles phagocytent majoritairement des neurones et cela explique la plus grande taille
du SDN des méles, une région impliquée dans la préférence de partenaire (McCarthy,

unpublished data).

5. Justification de la caille japonaise comme modéle

Comme dit précédemment, la différenciation sexuelle du cerveau est en partie orchestrée
par les stéroides sexuels. Durant le développement embryonnaire des rongeurs, les petits
se développent dans le ventre de la mére et regoivent les nutriments via le placenta. Ces
derniers sont donc dépendants de I'environnement maternel. Si la mére est infectée par
un agent pathogéne, les petits subiront aussi la menace en plus de la réaction du systeme
immunitaire de la mére. Cette exposition aux cytokines de la mére peut influencer le
développement de la microglie et des neurones (Bilbo et al., 2018; Cloarec et al., 2016).
Par conséquent, ces menaces peuvent affecter le développement des embryons et
notamment la différenciation sexuelle du cerveau. L’importante implication de divers
facteurs immunitaires (microglies, prostaglandines, mastocytes) dans le processus de
différenciation suggére que toute perturbation de ces facteurs peut interférer avec le
processus normal. L’avantage de travailler avec un modéle aviaire tel que la caille réside
dans le fait que le développement se déroule dans un ceuf, indépendamment de
changements de I'environnement maternel. Enfin, la différenciation sexuelle du cerveau
de la caille est connue et implique les mémes hormones stéroidiennes que pour le rongeur
(Ball & Balthazart, 2010) .
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1. Hypothéses de travail

La premiére hypothése de ce travail est que la microglie présente des différences
d’abondance et d’activité entre les sexes au cours du développement.
La seconde hypothése est que les hormones stéroidiennes sexuelles telles que

I'cestradiol sont les médiateurs de I'état de la microglie sexuellement différente.

2. Objectifs poursuivis

Le but de ce mémoire est d’appuyer les résultats obtenus par notre laboratoire (Delage
& Cornil, 2020) par une autre technique d’analyse. En effet, I'objectif est d’identifier des
cibles qui vont nous renseigner sur I'activité et la densité de la microglie au cours du
développement par gPCR. Si une différence est observée, ce que nous prévoyons sur
base des résultats précédents du laboratoire, le second objectif sera de confirmer que

I'cestradiol joue un réle dans cette différence de microglie.

3. Stratégie expérimentale utilisée pour répondre aux objectifs

Pour répondre aux objectifs, une premiére expérience (fig. 10) a consisté a prélever
I'hypothalamus et l'aire pré optique (HPOA) de 10 males et 10 femelles a différents
jours de développement (8,12,15) jusqu’au premier jour de vie. Le jour embryonnaire
8 (E8) a été choisi spécifiquement puisque a ce moment la microglie n’a pas encore
colonisé le cerveau, elle migre en masse a partir de E9 (Cuadros et al., 1997). E12
correspond a la fin de la période sensible (Carere & Balthazart, 2007), on s’attend a
observer une différence reflétant une plus grande abondance de la microglie chez les
femelles que chez les males a cet age (Delage & Cornil, 2020). A E15, la période
sensible est finie, il est censé ne rien se passer entre les males et les femelles et cet
age nous renseigne sur le type de microglie aprés la période sensible. Et enfin, lors du
premier jour de vie (PN1), un pic de testostérone a été rapporté, il est donc intéressant
de voir comment la microglie se comporte a ce moment (Balthazart & Schumacher,
1984; Schumacher, Sulon, et al., 1988). Ensuite, des gPCR ont mesuré I'expression
de génes marqueurs de quantité et d’activité de la microglie et ont permis de comparer
les résultats entre les males et les femelles. Les génes sélectionnés pour illustrer la
quantité de microglies sont les génes DAB2 et MCM5, des marqueurs de microglie
précoce (Matcovitch-Natan et al., 2016), CSF1R, un marqueur de pré-microglie et son
ligand IL34 (Matcovitch-Natan et al., 2016), RUNX-1, un marqueur général de microglie
(Ginhoux et al., 2010). Les génes qui mettent en évidence l'activité de la micrologie
sont les interleukines IL10 et IL1B qui sont sécrétés par la microglie (Crain et al., 2013;
Turano et al., 2017).
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La seconde expérience (fig. 11) a consisté a injecter au jour embryonnaire 7 soit un
traitement a I'cestradiol soit un inhibiteur d’aromatase (le Vorozole), qui empéche la
conversion de la testostérone en cestradiol, et de récolter le HPOA au jour
embryonnaire 12. Le 12°™ jour a été sélectionné puisque c’est a ce jour-la qu'une
différence significative entre les méles et les femelles a été révélée lors de I'expérience
1. Ensuite, des qPCR ont mesuré I'expression du géne IL1B. Ainsi, les différents

traitements et leurs véhicules ont pu étre comparés.
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Figure 11. Schéma illustrant la stratégie expérimentale de I'expérience 2.
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1. Expérience 1

1.1.

1.2.

Animaux

Cette expérience a impliqué 83 embryons de cailles japonaises répartis en différents
groupes en fonction de I'age : 8™, 12°me 15Me jours embryonnaires et le 1°" jour de vie
(PN1). Les ceufs fécondeés, issus de I'animalerie du laboratoire de neuroendocrinologie,
ont été incubés dans un incubateur (Ref. MG140/200, F.l.E.M.) maintenu a une
température de 37,5°C et un taux d’humidité de 47%. Pour le groupe PN1, les ceufs
ont été placés dans des paniers d’éclosions au jour 15 d’incubation (sachant que
I'éclosion intervient entre le 17 et le 18°™¢ jour d’incubation), et 'hnumidité a alors été
augmentée a 60%. Cette expérience a été approuvée par le comité d’éthique animale
de I'Université de Lieége (protocole #1340) et est conforme aux lois belges concernant

la protection des animaux de laboratoires.

Collecte des échantillons

Afin de récolter le HPOA frais, les embryons ont été rapidement décapités. Ensuite, le
sexe a été déterminé par observation directe des gonades au moyen d’un binoculaire
aprés ouverture de la cavité abdominale. Chez la caille, le sexe est identifiable a partir
du 8°™¢ jour d’incubation (Intarapat & Satayalai, 2014). Les gonades sont situées entre
le tube digestif et les reins. Chez le male, les testicules se distinguent par leur forme
de grains de riz, alors que les femelles ne possédent qu’un seul ovaire a gauche qui
prend graduellement la forme d’'une grappe de raisin (I'ovaire droit dégénére au cours
de la différenciation de la gonade présomptive, il est encore visible mais de taille
inférieure a I'ovaire gauche aux stades les plus précoces) (fig. 12-15). Le HPOA a été
isolé par quatre incisions : une incision postérieure a la jonction entre le diencéphale
et le tronc cérébral, deux incisions latérales aux jonctions entre le diencéphale et les
lobes optiques, et une incision antérieure a la jonction entre le diencéphale et le
télencéphale (fig. 16-19). Un télencéphale et un bulbe olfactif ont aussi été collectés
pour des analyses ultérieures et le sexage génétique si nécessaire.

Les échantillons ont été disséqués avec du matériel préalablement autoclavé et traité
entre chaque dissection avec du RNAse Away ou de I'isopropanol. La dissection du
cerveau a été réalisée dans une boite de pétri placée sur glace. Les échantillons ont
été placés dans un tube Eppendorf taré et pesé avant d’étre congelés sur carboglace.

Les échantillons ont été conservés a -80°C jusqu’a utilisation.
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Figure 12. Gonades males et femelles au jour embryonnaire 8. Les gonades ont un aspect
visqueux. A. Ovaire gauche femelle. La gonade droite (fleche bleue) est en train de se résorber
pour laisser un seul ovaire gauche (fleche verte) qui produira les ovocytes. B. Gonades males.
Deux gonades (fleches noires) de méme taille et de mémes couleurs.

Figure 13. Gonades males et femelles au jour embryonnaire 12. A. Gonades maéles. Deux
gonades (fleches noires) de méme couleur apparaissent, elles sont plus blanchétres en
comparaison avec le jour 8. B. Gonades femelles. L’ovaire gauche (fleche verte) est plus gros.
La gonade droite (fleche bleue) continue de se résorber mais apparait toujours.



Figure 14. Gonades maéles et femelles au jour embryonnaire 15. Au fur et a mesure du
développement, les gonades deviennent des petites structures bien délimitées du reste du
tissu. A. Ovaire. A ce stade, il n’y a plus qu’'une seule gonade (fleche verte). B. Testicules.
Deux gonades (fleches noires) toujours de méme taille et symétrique. Sur cet individu on
observe facilement que le tissu est moins visqueux et que les gonades sont plus visibles.

Figure 15. Gonades maéles et femelles au jour postnatal 1. A. Ovaire (fleche verte). B.
Testicules (fleche noire).



Figure 16. Photos d’'un cerveau de caille au jour embryonnaire 8, obtenues gréce a un
binoculaire. A. A ce stade de développement, le cerveau est extrémement mou et visqueux.
Sur les extrémités latérales, on observe les lobes optiques (LO), qui sont assez prédominants
par rapport au reste du cerveau. Au milieu se trouve le HPOA, et au-dessus de celui-ci se
trouvent les deux télencéphales (TE). En dessous du HPOA, il y a le tronc cérébral (TC). B.
Les quatre incisions réalisées durant la dissection sont représentées par les lignes du carré
noir, le HPOA correspond a l'intérieur du carré.

- . S

Figure 17. Photos d’un cerveau de caille au jour embryonnaire 12, obtenues grdce a un
binoculaire. A. A ce stade, les lobes optiques paraissent moins gros par rapport au reste du
cerveau, les télencéphales se sont développés et sont plus volumineux. Le tissu est moins
mou qu’au jour 8, cependant il reste fragile avec un aspect visqueux. B. Méme photo avec le
carré noir qui correspond au HPOA.



Figure 18. Photos d’un cerveau de caille au jour embryonnaire 15, obtenues gréce a un
binoculaire. A. Au jour 15, le tissu est plus ferme, les différentes régions sont plus facilement
distinguables et mieux délimitées les unes des autres. Le chiasma optique est plus volumineux
et myélinisé. Lors de la dissection, le chiasma a été délicatement retiré du mieux possible,
cependant, un reste de celui-ci est observable (fléeche orange). B. L’encadré noir correspond
a la partie disséquée, a ce stade, les deux incisions latérales ont été réalisées a 1 mm de part
et d’autre de la ligne médiane, la limite inférieure est I'’éminence médiane (fleche jaune) qui
est bien visible a ce stade.

Figure 19. Photos d’un cerveau de caille au 1° jour de vie, obtenues gréce a un binoculaire
A. A ce stade, le cerveau est encore plus ferme qu’au précédent. La matiére blanche (non
visible sur la photo) est bien visible et crée une délimitation claire entre les lobes optiques et
le HPOA. B. L’encadré noir correspond au HPOA, la région disséquée et récupérée



1.3. Recherche et validation des couples d’amorces pour les genes d’intérét

Pour réaliser une qPCR, il faut avant tout trouver un couple d’amorces qui s’hybrident
sur le gene d’'intérét. Pour trouver les couples amorces de nos genes d’intérét, deux
outils ont été utilisés. Le premier est la recherche dans la littérature via des articles
blast» du site NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.com) qui permet de déterminer plusieurs possibilités de couples

scientifiques. Le second est [l'option « primer
d’amorces avec des localisations sur différents exons pour un géne et une espéce
donnée. Ce logiciel indique également si le couple d’amorces peut s’hybrider sur
d’autres génes et amplifier une séquence non-spécifique. Peu d’'informations étaient
disponibles dans la littérature sur les génes ciblés pour la caille et les quelques essais
réalisés sur base de ces informations se sont révélés non-concluants. Nous avons
donc procédé par essai et erreur en utilisant uniquement « NCBI primer blast » en
visant des amplicons d’une taille maximale de 200 paires de bases et en privilégiant
des amplicons chevauchant deux exons. La qualité des couples d’amorces a été
déterminée sur base de la présence d’'une seule courbe de fusion, signe de la
spécificité des amorces, et d’'une efficacité comprise entre 1.8 et 2.2. Pour certains
génes (SALL1, CX3CRH1, IL6), nous n’avons malheureusement pas trouvé de paire

d’amorces qui a pu étre validée. Voici la liste des génes étudiés et de leur d'amorces :

Géne Nom Séquence 5’-3’ Efficacité
ACT Actine F : CAGCAAGCAGGAGTATGATGA 18
R : AAGGGTGTGGGTGTTGGTAA ’
. . . F : ACCAAGAAGTTCATCCGCCAT
RPL32 | Protéine ribosomique L32 R - GAACCTCCTGCGAACTCTG 1,9
5 . F: CAAGCTCACCCTGGACAAGT
PGK1 Phosphoglycérate kinase 1 R: GGACGGCTGCCTTGATTCTT 1,8
GAPDH Glycéraldéhyde-3-phosphate | F: TCTCTGTTGTTGACCTGACCTG 17
déshydrogénase R : ATGGCTGTCACCATTGAAGTC ’
.. . F : CCGGGCACGCACAGA
DAB2 Protéine adaptatrice 2 R:CGTCTTTTCCACCCTCCGTT 1,9
Récepteur du facteur de
) ’ . F: CCTGGGGTGCAGAGAATAGG
CSF1R | stimulation des colonies de ) 2,1
macrophages R: AGGGGATGCTGAGCCTAAAGT
. F : GTACCAGCAGGTAGGGCTG
i34 (it R : GAGTCCCACCGACAGTGTGT 12
ems | oombosant 5 du complexe de | . CGCGAAAAGTTGTTGGTGAGA .
o R : CAGTTGCGATTTCCGCACTT ’
minichromosomes
RUNX- | Facteur de transcription 1 lié F : CGCGAACCCAGAAGACATCG 18
1 au Runt R : CAGGCGCTCTGAAAAGGACA ’
10 | Interleukine 10 F - CCAGCACCAGCCACCAG 17
R : CGTCGCATCGTCATCTTCAG ’
IL1B Interleukine 1 B F : AACATCGCTCTGTACCGTCC 5
R : CCACTCAGCACACACGACAT

Table 1. Amorces utilisées dans 'expérience 1 et 2.
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1.4.

1.5.

1.6.

Extraction dARN

L’extraction d’ARN des échantillons a été réalisée grace au kit « RNeasy Plus Mini Kit
(250) » (Qiagen, 74136). Le tissu prélevé (HPOA) a été lysé a I'aide d’'un tampon de
lyse. Le lysat a été placé sur une colonne de silice sur laquelle 'ARN se fixe a l'aide de
I'éthanol en combinaison avec un tampon a haute teneur en sel qui élimine 'ADN. Des
lavages et un traitement supplémentaire a la DNAse (Qiagen, 79254) ont été effectués.
L’ARN a été élué avec 25 pl d’eau et mesuré au Nanodrop. Les rapports d’absorbance
a 260/280 nm et 260/230 nm fournissent un indice sur la pureté de I'extraction. En
sachant que les protéines absorbent a 280 nm et les sels et autres solvants a 230 nm,
ces deux rapports donnent respectivement un indice de contaminations aux protéines
et aux sels. Les 83 échantillons ont été extraits par 5, en veillant & mélanger les ages
et le sexe dans le temps et par extraction. Les échantillons ont été stockés a -80°C
jusqu’a la manipulation suivante.

La Reverse Transcription

La reverse transcription a été réalisée grace au kit « Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit » (Roche, 04897030001). Etant donné que les concentrations d’ARN
étaient élevées, une premiére dilution a été réalisée en prélevant 2 yl d'ARN et 18pl
d’eau, de maniére a éviter de prélever une trop petite quantité d’ARN et donc le risque
de ne pas pipeter assez d’ARN. Ensuite, les échantillons ont été dilués afin d’obtenir
500ng d’ARN dans un volume final de 12ul. 1 yl d’'Oligo-DT a été ajouté afin de
permettre I'’hybridation sur la queue poly-A de 'ARNm pendant 10 minutes a 65°C. 7
Ml de mix, composé principalement des bases (dNTP) et de I'enzyme de transcriptase
inverse, a été ajouté pour un cycle de 1h a 50°C durant lequel 'enzyme synthétise un
brin d’ADNc a partir de TARNm. Les 83 échantillons ont été transcrits par 16 et ici
encore ils ont été mélangés entre les ages et le sexe. Au total, 5 reverse transcription
(RT) ont été effectuées. Le volume final aprés la RT par échantillon était de 20ul. Les
échantillons ont été stockés a -20°C jusqu’a la manipulation suivante.

La gPCR en temps réel

Pour la gPCR, la premiére étape a été de préparer un pool d’ADNc nécessaire pour la
gamme étalon. Pour ce faire, 3.5 ul de 4 échantillons pris au hasard pour chacune des
5 RT ont été sélectionnés et groupés pour obtenir 62.5 pl d’ADNc (20x 3.5pl). Ces 62.5
Ml ont été dilués 8 fois avec de I'eau pour obtenir un volume final de 500ul, ceci était la
premiere dilution de la gamme (D8). Ensuite, 250 ul de D8 ont été mélangés avec 250
pl d’eau et ont constitué la seconde dilution de la gamme, D16. Le volume final de
chaque D était de 250 pl et correspondait a la quantité nécessaire pour remplir 11

plaques en tripliquat (+10%). Les dilutions suivantes ont été réalisées en mélangeant
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1.7.

a chaque fois la moitié d’eau et la moitié de la dilution précédente. La gamme étalon
couvrait donc de D8, 16, 32, 64 et D128. Chaque dilution est répartie dans différents
tubes Eppendorf® pour ne pas congeler/décongeler chaque jour le méme tube et
risquer de dégrader 'ADNc. Les 11 plaques ont été réalisées avec cette méme dilution
comme référence.

La seconde étape a été de diluer (10 fois) les produits de RT, pour avoir suffisamment
d’ADNc pour les 11 génes d’intérét. Mais aussi car certains composants de la RT
interféerent avec la PCR si on ne les dilue pas. Etant donné que les 11 plaques des
genes d’intérét et de référence ne sont pas réalisées la méme semaine, 1 dilution par
semaine est faite pour ne pas dégrader 'ADNCc.

Enfin, avant de charger 4ul d’ADNc sur une plaque 384 puits, un mix a été préparée
avec environ 85 % d’un agent colorant le SYBRGreen Master (Roche, 04913914001),
10 % du mix correspondait aux amorces sens et antisens et le reste (6%) était complété
avec de 'eau. 6 pl de mix ont été chargés dans chaque puit. En résumé, sur la plaque
il y avait les 83 échantillons en tripliquat ainsi que les différentes dilutions de la gamme
étalon de D8 a D128 et un tripliquat de mix et d’eau. La plaque a été centrifugée 1 min
a la vitesse max avant d'étre déposée dans le LightCycler 480 (Thermo Fisher
Scientific). Le thermocycleur effectue 40 cycles d’amplification durant lesquels le
SYBRGrenn s’intercale entre les bases d’ADN a chaque synthése d’'un nouveau brin.
La fluorescence est mesurée et permet de donner une concentration relative.

Méthode d’analyse et génes de référence

Avant de commencer I'analyse, nous avons vérifié la « melt curve » ou courbe de fusion
sur le programme afin de confirmer qu’il n’y avait qu’un seul produit amplifié. Cette
étape est réalisée a la fin des 40 cycles. La température augmente par paliers de 0.1°C
et la fluorescence est mesurée, cela donne un pic a la température de fusion. Si
plusieurs pics sont observés, cela signifie que plusieurs produits différents, avec des
longueurs différentes, ont été amplifiés. Nous avons ensuite vérifié I'efficacité de la
réaction. Cette information est également fournie par le programme sur base de la
pente de la droite obtenue en comparant les concentrations fictives et réelles des
différentes dilutions de la gamme étalon. La pente de la droite doit étre de -3.32,
I'efficacité est calculée avec la pente de la droite de ce graphique et elle doit étre aux
alentours de 2 (tolérée de 1.8 a 2.2) ce qui correspond a I'amplification attendu entre
deux cycles.

Les concentrations de chaque échantillon sont calculées par le programme sur base

des concentrations fictives de la gamme étalon. Les concentrations sont alors
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normalisées par la moyenne des valeurs obtenues pour les deux génes de référence,
I'actine (ACT) et RPL32 (un géne ribosomique).

Ces génes de référence servent de contrbles puisqu’ils ne montrent pas d’évolution
entre les différents jours de développement, ils servent également de contrbles a la
RT. Enfin, la normalisation avec les génes de référence permet de prendre en compte
les variations de quantité d’ARN utilisé pour chaque réaction. Pour sélectionner les
genes de référence les plus stables entre les différents ages, quatre génes de
référence ont initialement été analysés et normalisés les uns sur les autres : PGK1,
GAPDH, ACT et RPL32. Suite a cette analyse, ACT et RPL32 ont été retenus car ils
ne varient pas entre les différents jours de développement.

Pour obtenir une concentration relative d'une gPCR, plusieurs méthodes sont
possibles, les 2 premieres sont basées sur les CT (cycle threshold). Le CT correspond
aux nombres de cycles d’amplification nécessaires pour observer de la fluorescence.
Il s’agit des méthodes delta-CT et 2 delta-CT. La troisieme méthode est celle du
programme du LightCycler, qui donne directement les concentrations grace aux
dilutions de la gamme. Pour les quatre génes de référence, les deux méthodes ont été
effectuées et les données ont été comparées avec les concentrations données par le
LightCycler. La derniere méthode a été retenue pour analyser les genes cibles, a savoir
les concentrations données par le programme.

1.8.  Analyse statistique

L’'analyse statistique a été réalisée sur GraphPad Prism 8.0.2. Des tests non
paramétriques de Mann Whitney et Kruskal Wallis ont été réalisés pour comparer les
échantillons selon le sexe et I'age, respectivement, lorsque les conditions de normalité
et d’homoscédasticité n’étaient pas respectées. Sinon, les données ont été analysées
par une Anova 2. Pour les tests non paramétriques, une correction de Bonferroni a été
appliquée en multipliant la valeur p obtenue pour chaque test par 6 pour prendre en
compte les 6 tests effectués séparément (4 tests de Kruskal Wallis et 2 tests de Mann
Whitney). Des analyses post-hoc de comparaisons multiples, test de Dunn pour le non
paramétrique et méthode de Tukey pour 'Anova 2, ont été effectuées lorsqu’un résultat
était significatif pour savoir a quel age l'effet était observé. Le résultat est considéré

comme significatif lorsque la valeur p est inférieure ou égale a 5% (p < 0,05).
2. Expérience 2

2.1. Animaux

Cette expérience a impliqué 84 embryons de cailles sacrifiées au 12°™ jour

embryonnaire. Les ceufs fécondés ont été incubés dans les mémes conditions que
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2.2.

2.3.

24.

2.5.

l'expérience |. Au jour embryonnaire 7, les ceufs ont été injectés avec un des trois
traitements (voir ci-dessous). Cette expérience a été approuvée par le comité d’éthique
animale de I'Université de Lieége (protocole #1340) et est conforme aux lois belges
concernant la protection des animaux de laboratoires.

Traitement in ovo

Le premier groupe a regu une injection de 25 ug d’cestradiol benzoate (EB) dilué dans
'huile de sésame (500ug/ml ; E8515; Sigma-Aldricht). Le second a regu une injection
de 10 pg de Vorozole (VOR ; R76713, généreusement fourni par Dr R. DeCoster,
Janssen research Foundation, Beerse, Belgique) dilué dans une solution 20% de
propyléne glycol en solution saline (200ug/ml). Les 3°™e et 4°™¢ groupes ont regu
respectivement une injection d’huile de sésame et une injection de propyléne glycol a
20% en solution saline. Les deux solutions contenant de I'huile de sésame (groupe 1
et 3) ont été chauffées avant injection et les deux autres solutions (groupe 2 et 4) ont
été filtrées a l'aide de filtres (Millex, SLGV033RS) afin de les stériliser. Les injections
ont été effectuées a cété d’'une flamme au moyen d’une aiguille de 25 gauges stérilisée
a la flamme dans I'albumen apres avoir pratiqué un trou dans la coquille a I'extrémité

pointue de I'ceuf. Les trous ont été refermés a l'aide de paraffine fondue.

Collecte des échantillons et biologie moléculaire

Les méthodes pour récolter les HPOA, en extraire 'ARN, le transformer en ADNc et la

gPCR sont les mémes que pour I'expérience 1.

Normalisation et analyse

La gamme étalon a été étendue de D2 a D128 (D2, D4, D8, D16, D32, D64, D128). La
normalisation a été appliquée par la moyenne des deux génes de référence, I'actine et
RPL32.

Analyse statistique

L’'analyse statistique a été réalisée sur GraphPad Prism 8.0.2. Des tests non
paramétriques de Mann Whitney et Kruskall Wallis ont été réalisés pour analyser les
échantillons selon le sexe et les différents traitements/contréles, respectivement. Une
correction de Bonferroni a été appliquée, la valeur p est multipliée par 4 et le résultat
est considéré comme significatif lorsque la valeur p ajustée est inférieure ou égale a
5% (p < 0,05). Une analyse post-hoc de comparaisons multiples (test de Dunn) a été
effectuée lorsqu’un résultat est significatif pour savoir sur quel traitement I'effet était

observé.
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Resultats



1. Expérience 1 : Evolution de I'expression des genes spécifiques de la

microglie et de leur activité au cours du développement embryonnaire

chez les males et les femelles

1.1.

1.1.1.

Les genes marqueurs de la quantité de microglie

DAB 2

L’expression du gene DAB2 augmente au cours du temps comme le confirment les
deux tests non paramétriques de Kruskal-Wallis comparant la quantité d’ARN présent
en fonction de I'age réalisés séparément chez les males (K= 28.99, p< 0.0001, pag <
0.0006) et les femelles (K= 17.70, p= 0.0005, pag = 0.003; fig. 20). L’analyse post-hoc
a ensuite révélé que cet effet age est expliqué par une concentration d’ARN
significativement plus élevée chez les méles a E15 (p=0.0019) et a PN1 (p=< 0.0001)
par rapport aux males a E8. Les HPOAs collectés a PN1 expriment également plus
DAB2 qu’'a E12 (p=0.0094).

Les HPOA femelles montrent aussi une concentration significativement plus élevée a
E12 (p= 0.0470), E15 (p= 0.0017) et PN1 (p= 0.0019) par rapport a E8. Les tests de
Mann-Whitney réalisés entre les sexes a chaque age n’ont pas montré de différence
significative (p > 0.0473, pas> 0.2838).

. CSF1R

Bien que I'expression de CSF1R semble augmenter en fonction de I'dge, aucune
différence significative n'a été révélée par les tests de Kruskal-Wallis réalisés
séparément sur les deux sexes (males, K= 7.464, p= 0.0585, pag = 0.3500 ; femelles,
K= 9.689, p = 0.0214, pag = 0.1284 ; fig. 20). Aucune différence sexuelle n’a été
observée dans les tests de Mann-Whitney (p> 0.6842, pag>4.1052)

IL-34

L’expression du géne IL34 montre le méme profil que DAB2. Effectivement, les
résultats des 2 tests non paramétriques de Kruskal-Wallis révélent une différence
significative pour les males (K= 36.73, p <0.0001, pad < 0.0006) et les femelles (K=
34.00, p < 0.0001, pad < 0.0006 ; fig. 20). L'analyse post-hoc des données issues des
males a montré que I'effet 4ge est di a une concentration d’ARN significativement plus
élevée chez les méales a E15 (p= 0.0018) et PN1 (p < 0.0001) par rapport a ES8, ainsi
que chez les males a PN1 par rapport a ceux a E12 (p= 0.0020). Les mémes résultats
ont été obtenus pour les femelles, avec une différence significative entre E8 et E15 (p=
0.0006), E8 et PN1 (p <0.0001), et entre E12 et PN1 (p= 0.0074). Des tests de Mann-
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Whitney réalisés entre les sexes pour chaque age n’a pas montré de différence
significative (p> 0,2816, pag> 1.6896)

MCM5

L’expression de MCM5 augmente aussi au cours du temps. Etant donné que les
conditions d’homoscédasticité et de normalité étaient réunies, une Anova 2 a été
réalisée avec comme criteres I'age et le sexe. Un effet &ge significatif a été relevé (Fs 73
=4.312, p = 0.0074 ; fig. 21), qui s’explique par une différence significative entre les
groupes E8 et PN1 (p=0.0051). Par contre, aucune différence sexuelle n'a été
observée (F1,73=1.795, p = 0.1845), pas plus qu’une interaction entre les deux facteurs
(Fs73 = 2.684, p = 0.0529)

RUNX-1

L’expression de RUNX-1 montre le méme profil que le géne MCM5. Ceci est confirmé
par une Anova 2 qui montre un effet age significatif (Fszs = 8.853, p< 0.0001 ; fig.21)
expliqgué par des différences entre E8 et les autres ages (E12 p= 0.0039, E15 p=
0.0004, PN1 p= 0.0002). Aucune différence sexuelle n’a été observée (F175 = 4.952, p
= 0.0291), pas plus qu'une interaction entre les deux facteurs (Fs7s = 1.152, p =
0.3340).
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Figure 20. Expression relative de
genes marqueurs de quantité de
microglie mesurées dans le HPOA
aux jours embryonnaires 8,12,15 et
au Ter jour de vie chez les méles et
les femelles.

A. Gene DAB2. B. Géne CSF1R.
C. Gene de I'lL34.

Abréviations : E8 M : méales au jour
embryonnaire 8 (n=10), E8 F :
femelles au jour embryonnaire 8
(n=10), E12 M : maéles au jour
embryonnaire 12 (n=9), E12 F :
femelles au jour embryonnaire 12
(n=10), E156 M : males au jour
embryonnaire 15 (n=10), E15 F :
femelles au jour embryonnaire 15
(n=10), PN1 M : méles au 1er jour
post natal (n= 10), PN1 F : femelle
au Ter jour post natal (n=10)

Symboles : *, **, *** et **** p< 0.05,
0.01, 0.001 et 0.0001 vs E8 chez le
méme sexe, $ et $$ p< 0.05 et 0.01
vs E12 chez le méme sexe
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Figure 21. Expression relative de génes marqueurs de quantité de microglie
mesurée dans le HPOA aux jours embryonnaires 8,12,15 et au 1* jour de vie chez
les méles et les femelles. A. Gene MCM5. B. Gene RUNX-1. Symboles : ** et ***
p<0.01 et 0.001 VS E8.



21.

21.1.

Les génes marqueurs de I'activité microgliale

IL-10

L’expression du géne de [linterleukine 10 augmente au cours du temps et
particulierement @ PN1 comme le confirment les deux tests non paramétriques de
Kruskal-Wallis comparant la quantité d’ARN présent en fonction de I'age réalisés
séparément chez les males (K= 18.25, p = 0.0004, pas= 0.0024) et les femelles
(K=11.96, p = 0.0075, pas= 0.0450 ; fig. 22). L’analyse post-hoc a ensuite révélé que
cet effet age est expliqué par une concentration d’ARN significativement plus élevée
chez les méles a PN1 par rapport aux méales a E8 (p=0.0069), E12 (p= 0.0040) et E15
(p= 0.0166). En revanche chez les femelles, seule une concentration d’ARN
significativement plus élevée chez les femelles a PN1 par rapport aux femelles a E8
(p=0.0052) a été révélée. Des tests de Mann-Whitney ont été réalisés entre les sexes
a chaque age mais n‘ont pas montré de différence significative (p > 0.1145, paq >
0.6870)

IL-1 Beta

L’expression du géne de l'interleukine 10 augmente au cours du temps comme le
confirment les deux tests non paramétriques de Kruskal-Wallis comparant la quantité
d’ARN mesuré en fonction de 'adge réalisés séparément chez les méales (K= 24.85, p <
0.0001, pad < 0.0006) et les femelles (K= 12.49, p = 0.0059, pas= 0.0354 ; fig. 22).
L’analyse post-hoc a ensuite révélé que cet effet age est expliqué par une
concentration d’ARN significativement plus élevée chez les méles a E15 (p= 0.0026)
et a PN1 (p= 0.0002) par rapport aux males a E8, et chez les males a PN1 par rapport
aux méles a E12 (p= 0.0055). En revanche chez les femelles, seule une concentration
d’ARN significativement plus élevée chez les femelles a PN1 par rapport aux femelles
a E8 (p=0.0028) a éte observeée. Des tests de Mann-Whitney ont été réalisés entre les
sexes a chaque age et mettent en évidence une différence significative a E12. En effet,
a ce stade de développement, on observe chez les femelles une concentration d’ARN
significativement plus élevée par rapport aux males (U= 12 ; p= 0.0057, pas= 0.0342).
Cependant, pour les autres ages aucune différence significative n’a été montrée (p >
0.0992, pas > 0.5952).

27



IL10 **

(3]
]

Quantité relative
(Moyenne * SEM)
o - N w =N
| ] ] ] ]
» 2
7 4
- —
4 H
o —
4,
S :

N
o
1
#
*
*
-

-
(¢}
1

Quantité relative
(Moyenne £ SEM)
>
1

o o
o (3,

| |
4 F

1
AT
W EELEEET

Figure 22. Expression relative de genes marqueurs de l'activité de la microglie
mesurée dans le HPOA aux jours embryonnaires 8,12,15 et au 1er jour de vie
chez les méles et les femelles. A. Géne IL10 B. Gene IL18. Symboles : ** et ***
p< 0.01 et 0.001 vs E8 chez le méme sexe, $ et $$ p< 0.05 et 0.01 vs E12 chez
le méme sexe, T p< 0.05 vs E15 chez le méme sexe, ## p< 0.01



2. Expérience 2: Réle des cestrogénes sur l'activité microgliale par

I'expression d’'IL1[3

Les résultats de la premiére expérience ont révélé une différence d’expression d’IL13 entre
les méles et les femelles a E12. Ces résultats suggérent qu’au cours de la période sensible
les males et femelles ont une activité microgliale différente, en faveur des femelles. Les
cestrogénes sont les principaux médiateurs de la différenciation sexuelle du cerveau, et il
a déja été prouveé que I'cestradiol influence le profil microglial (Delage & Cornil, 2020). Afin
d’appuyer ce postulat, des injections de Vorozole, un inhibiteur d’aromatase, ou
d’cestradiol, ou leurs véhicules respectifs ont été réalisées dans des ceufs au 7™ jour
embryonnaire. Des qPCR ont ensuite mesuré I'expression du géne IL1 dans le HPOA
d’embryons agés de 12 jours et des comparaisons ont été réalisées entre les groupes

ayant recgu différentes injections.

2.1.  Comparaison des conditions contrbles

Il est nécessaire de comparer les groupes contréles étant donné que les deux
traitements ont été administrés dans un solvant différent. Bien que I'expression
d’'IL1B des femelles traitées avec le propyléne glycol (PG, véhicule du vorozole)
semble plus élevée que celle des femelles ayant recu de I'huile de sésame (véhicule
de l'cestradiol), un test de Mann-Whitney ne révéle pas de différence significative
entre les deux traitements chez les femelles (U= 31.50 ; p= 0.9807 ; fig. 23). Le

méme résultat est obtenu pour les méles (U= 15; p= 0.1179).
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2.2.

Figure 23. | ’'administration de 2 solutions contréles, les véhicules des traitements
testés, au jour embryonnaire 7 n’affectent pas I'expression de IL18 dans le HPOA
au jour embryonnaire 12 chez les méles et les femelles.

Effet d’'une exposition précoce a I'cestradiol benzoate (EB)

Chez les méles, I'expression de I'lL13 semble augmenter a la suite d’un traitement
a 'EB administré a E7. Cependant, des tests de Mann-Whitney comparant le groupe
EB et son véhicule n’ont identifié aucune différence significative ni chez les males
(U= 15.50, p= 0,0552) ni les femelles (U= 44.50, p= 0,8064 ; fig. 24). Aucune
différence n’a également été observée entre les sexes au sein de chaque traitement
(EB; U= 53.50, p= 0,2978 ; Huile, U= 19, p= 0,5728), ne répliquant donc pas

I'observation précédente d’'une expression plus élevée chez les femelles.
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Figure 24. [’administration d’cestradiol benzoate (EB) au jour embryonnaire 7
n’affecte pas I'expression d’IL18 dans le HPOA au jour embryonnaire 12 chez les
maéles et les femelles.

29



2.3.

Effet de l'inhibition précoce de la synthése d’cestrogenes

Méme si I'expression d’IL13 semble diminuer chez les femelles a la suite du
traitement au Vorozole injecté a E7 par rapport aux femelles contrles, le test de
Mann-Whitney n’a mis en évidence aucune différence significative (U=38, p=
0.6443). Aucune différence significative du traitement n’a également été révélée
chez les males (U= 42, p= 0.3867 ; fig. 25). Des tests de Mann-Whitney ont
également été réalisés entre les males et les femelles pour le groupe Vorozole (U=
45 ; p= 0.3231) et le groupe veéhicule (U= 36 ; p= 0,7618) mais aucune différence

significative n’a été observée, ne répliquant pas la différence sexuelle initialement

observée.
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Figure 25. L’administration de Vorozole au jour embryonnaire 7 n’affecte pas
I'expression d’IL18 dans le HPOA au jour embryonnaire 12 chez les méles et les
femelles.
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Discussion



Ce mémoire s’est intéressé au réle de la microglie dans la différenciation sexuelle du cerveau
de la caille japonaise. La différenciation sexuelle du cerveau se déroule au cours d’une période
critique de sensibilité aux hormones. Chez les rongeurs, I'exposition a I'cestradiol lors de cette
période sensible masculinise le POA des males en modulant notamment la microglie a la
hausse et sous une configuration amiboide (Lenz et al., 2013). Le modéle de caille japonaise,
chez qui la différenciation sexuelle du cerveau dépend également des cestrogenes présente
l'avantage que la période sensible est embryonnaire et que 'embryon se développe dans un
ceuf, en absence d’interactions avec la mere. Cependant a I'inverse des rongeurs, I'exposition
précoce a l'cestradiol démasculinise le POM des cailles femelles. En paralléle, I'exposition
précoce a I'cestradiol provoque I'augmentation du nombre de cellules microgliales chez les

cailles femelles par rapport aux males pendant la période sensible.

L’'objectif de ce mémoire était d’identifier des génes marqueurs de la microglie et de leur
activité afin d’en dresser le profil d’expression au cours du développement. Le second objectif
visait a comprendre l'influence de I'cestradiol sur le profil microglial, cela a été réalisé en
comparant I'expression d’'un géne marqueur de I'activité microgliale durant la période sensible
entre différents groupes ayant regu soit du Vorozole, un inhibiteur de la synthése des
cestrogenes, soit de I'cestradiol, soit leur véhicule respectif. Les résultats de I'expérience 1 ont
mis en évidence que la quantité de microglie augmente aux cours du développement
embryonnaire, sans suivre la classification (micrologie précoce/ pré microglie) établie pour les
rongeurs (Matcovitch-Natan et al., 2016; Schwarz et al.,, 2012). Aucune différence
d’expression des marqueurs de microglie n’a été relevée entre les males et les femelles aux
différents jours embryonnaires. Par contre, une différence entre les sexes a pu étre démontrée
pour IL1B, un des deux marqueurs d’activité microgliale pendant la période sensible. Nous
avons testé le réle des cestrogénes embryonnaires dans cette différence dans I'expérience 2.
Cependant, cette différence sexuelle n’a pas été répliquée. Par ailleurs, une injection précoce
de Vorozole ou d’EB n’a pas eu d’effet sur 'expression de ce géne au cours de la période
sensible. Enfin, les véhicules respectifs du Vorozole et de 'EB ne montrent pas les mémes
résultats, suggérant un effet activateur du propyléne glycol, véhicule du Vorozole, sur I'activité

microgliale.

1. La quantité de microglie évolue au cours du temps mais ne différe pas

entre les sexes
Les résultats de lI'expérience 1 suggerent que la quantité de microglie augmente
graduellement aux cours du développement embryonnaire. L’expression des génes DAB2,

IL34, MCM5 et RUNX-1, qui sont supposés refléter la quantité de microglie, a augmenté

au cours du développement embryonnaire (fig. 20-21). L’expression du géne RUNX-1, un
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marqueur général de microglie (Ginhoux et al., 2010), augmente particuliérement entre E8
et les autres jours de développement (E12,15 et PN1). Ces résultats coincident avec
I'observation de la microglie qui colonise le cerveau entre E9 et E16 et qui s’y multiplie
(Cuadros et al., 1997). Ces données suggerent que les cibles choisies pour illustrer la
quantité de microglie semblent étre adéquates puisqu’elles sont cohérentes avec ce que
I'on sait déja.

En revanche, aucune différence de quantité de microglie entre les males et les femelles
n'a été relevée au cours du développement. Ceci est surprenant puisque nos travaux
précédents avaient montré que la microglie est plus abondante dans le POM des femelles
pendant la période sensible (Delage & Cornil, 2020). Cependant, cette étude a été realisée
dans le POM spécifiquement, alors que notre expérience a été réalisée sur tout le HPOA
(constitué de l'aire pré-optique et de I'hypothalamus), soit un volume beaucoup plus large
que le POM seul. Si la différence mise en évidence dans le POM est spécifique a celui-ci,
il est possible que cette différence ait été diluée dans le volume du HPOA. Cela expliquerait

pourquoi aucune différence n’ait été observée dans le HPOA.

. Le profil microglial des cailles n’est pas identique a celui des rongeurs

au cours du développement

Chez les rongeurs, la microglie précoce est caractérisée par I'expression des génes
DAB2 et MCM5, des genes impliqués dans le cycle et la différenciation cellulaire, au début
du développement (de I'apparition de la microglie (E9) jusqu’au jour E14) (fig. 2). Elle est
également caractérisée par une microglie de forme amiboide. La pré-microglie apparait
de E14 a quelques semaines aprés la naissance, elle présente une morphologie en
transition (microglie a processus courts et épais), et est caractérisée par I'expression du
ligand CSF1 (Matcovitch-Natan et al., 2016 ; Schwarz et al., 2012).

Chez la caille, les résultats de I'expérience 1 montrent que I'expression de DAB2 (fig. 20)
et MCMS5 (fig.21) n’est pas limitée a la période de développement précoce. Au contraire,
I'expression de DAB2 et dans une moindre mesure de MCM5 augmentent au cours du
développement embryonnaire. Pour DAB2 en patrticulier, une importante augmentation de
I'expression du géne se produit entre E8 et les autres jours de développement (E12,15 et
PN1) et culmine a PN1.

Concernant le profil de la pré-microglie, le ligand CSF1 n’a malheureusement pas pu étre
analysé car aucun couple d’amorces n’a pu étre validé. Le récepteur CSF1R et un autre
ligand de ce récepteur IL34, ont en revanche pu étre analysés. Le CSF1R (fig. 20) n’a pas

montré de différence d’expression significative entre les différents jours embryonnaires et
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le jour de naissance, malgré une trés Iégére augmentation visible au cours du temps.
Méme si ce récepteur est indispensable au développement et au maintien de la microglie
(Chitu & Stanley, 2017), ce résultat suggére que I'expression de ce récepteur n'augmente
pas durant le développement embryonnaire. |l est cependant probable que le ligand, CSF1
ou IL34, augmente ou que l'affinité du récepteur pour le ligand augmente. IL34 est
exprimée dans le cerveau des rongeurs a partir de E11.5 (Wei et al., 2010), et augmente
graduellement jusqu’a la naissance (Greter et al., 2012). Nos observations montrent que
I'expression de cette interleukine 34 augmente au cours du développement, ce qui
correspond avec ce qui est observé dans le cerveau des rongeurs en développement et
va dans le sens de I'hypothése citée plus haut, a savoir, que la quantité de récepteur

CSF1R n’augmente pas mais que la quantité de ligands, elle, augmente.

Les résultats obtenus montrent des divergences avec ce qui est observé chez le rongeur,
puisque de la microglie précoce est encore présente dans le HPOA jusqu’au 1¢" jour de
vie. Cela suggere que la microglie chez la caille ne suit pas la méme classification
(microglie précoce/pré-microglie) que celle décrite chez les rongeurs (Matcovitch-Natan et
al., 2016 ; Schwarz et al., 2012).

. L’expression d’IL1B de la microglie différe entre les sexes au cours de

la période sensible

L’activité de la microglie a été analysée via I'expression de deux interleukines, I'une anti-
inflammatoire (IL10), 'autre pro-inflammatoire (IL1B), et toutes deux sécrétées par la
microglie (Crain et al., 2013; Ledeboer et al., 2005; Turano et al., 2017). Dans le POA des
rongeurs, les males présentent plus de microglie amiboide au cours de la période
périnatale (Lenz et al., 2013) et, pour rappel, cette forme de microglie sécréte une quantité
plus importante de cytokines (Hammond et al., 2019b). A partir de deux mois aprés la
naissance, par contre, ce sont les femelles qui présentent plus de microglie active (Lenz
et al., 2013 ; Schwarz et al., 2012).

Chez la caille, le géne de I'lL10 montre une expression faible et constante au cours du
développement embryonnaire (fig. 22). En revanche, au 1°" jour de vie, son expression
augmente de facon significative par rapport aux stades embryonnaires (E8,12,15),
specifiguement chez les méles et non chez les femelles, suggérant une différence
d’expression entre les sexes. Aussi, des différences apparentes d’expression en faveur
des méles a PN1 et en faveur des femelles a E12 ont retenu notre attention. Méme si ces
données ne sont pas significatives, elles sont en accord avec ce qui a été établi
précédemment chez les rongeurs. En effet, les rongeurs méales possédent une microglie

plus active pendant la période sensible alors que chez la caille ce sont les femelles a E12.
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Apres la période sensible, les femelles rongeurs a leur tour possédent une microglie plus
active, chez la caille cela correspond aux males a PN1 qui expriment plus IL10 que les
femelles. Par ailleurs, la période sensible étant plus précoce chez les cailles que chez les
rongeurs, si la microglie participe a la différenciation sexuelle du cerveau, il est
vraisemblable que les mécanismes par lesquels elle le fait sont différents de ceux

impliqués chez les rongeurs.

L’expression d’IL1B3 a évolué positivement aux cours du développement et révélé une
différence d’expression entres les sexes en faveur des femelles (fig. 22). Cette différence
est apparue au jour embryonnaire 12 ce qui correspond a la fin de la période sensible. Ce
résultat concorde donc parfaitement avec notre hypothése d'une différence d’activité a
'avantage des femelles. En effet, I'effet observé chez les cailles femelles est similaire a
celui observé chez les rongeurs males au cours de leur période sensible respective. Cela
suggeére que les rongeurs méles et les cailles femelles, qui sont exposés a I'cestradiol
durant la période sensible, montrent des caractéristiques microgliales similaires, et donc
que I'cestradiol pourrait influencer I'activité de la microglie. Une autre hypothése serait qu’il
existe simplement une différence de timing dans la maturation des microglies méles et
femelles, mais que leur fonction n’est pas différente et que la plus grande synthése d’IL13
n'a pas dimpact sur la différenciation sexuelle du cerveau. De plus, une différence
d’expression d’un gene (IL1B) ne signifie pas nécessairement que I'lL1p est sécrétée de

maniére différentielle entre les sexes a E12.

. Absence d’effet d’'une manipulation des cestrogénes sur I'activité de la
microglie

Pour vérifier 'hypothése selon laquelle les cestrogénes sont responsables de la différence
d’expression d’IL1B, l'expérience 2 a analysé l'effet de I'exposition précoce aux
cestrogenes sur I'expression d’IL13 a E12. Pour rappel, deux traitements ont été injectés
dans des ceufs a E7 : I'cestradiol benzoate (EB) et le Vorozole, un inhibiteur de la synthése
d’cestradiol. Les travaux précédents du laboratoire avaient montré un effet de ces
traitements sur le nombre de cellules microgliales dans le POM (Delage & Cornil, 2020).
L’EB augmente I'abondance microgliale chez les maéles, alors que le Vorozole la diminue
chez les femelles. Ces traitements affectent la microglie, c’est pourquoi des résultats

similaires étaient attendus pour I'expérience 2.
Cependant les résultats obtenus n’ont pas permis de confirmer notre hypothése.
Tout d’abord, discutons de la fig. 23 qui illustre I'expression d’IL13 dans les groupes

contréles. La comparaison des méles et femelles contréles n’a pas répliqué les résultats
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de I'expérience 1. Les contrbles sont respectivement I'huile pour le traitement EB et le
propyléne glycol en solution saline (PG) pour le Vorozole. Testés séparément, aucune
différence d’expression entre les sexes n’a été observée ni dans la condition huile ni dans
la condition PG, méme si graphiquement la tendance est similaire a I'expérience 1 (les
femelles exprimant plus d’IL1B que les males). Il est a noter aussi que pour le groupe des
femelles PG, cette tendance n’est due qu'a un seul individu qui a une valeur
particulierement élevée, comme illustré par la barre d’erreur plus élevée pour ce groupe.
Ceci suggere que le nombre d'individus (8) est peut-étre trop petit. De plus, méme si rien
n’est significatif, 'expression d’IL13 pour les méles et femelles PG semble plus élevée en
comparaison avec lI'expression du groupe huile et celle mesurée dans I'expérience 1. I

semblerait ainsi que le PG ait un effet stimulant sur I'expression de IL1.

Ensuite, une exposition précoce a I'cestradiol benzoate (EB) au jour embryonnaire 7 n’a
pas affecté I'expression de IL1B dans le HPOA au jour embryonnaire 12 chez les males et
les femelles (fig. 24). Ces données ne supportent ainsi pas I'’hypothése selon laquelle
'exposition précoce aux cestrogénes augmenterait la production d’IL13. Toutefois, le
graphe montre une tendance a 'augmentation entre les méles contrbéles (huile) et les
males EB, ce qui suggere quand méme qu’avec un échantillon plus large, une exposition

a I'EB pourrait augmenter I'expression d’'IL13, et par extension I'activité microgliale.

De fagon similaire, 'administration de Vorozole au jour embryonnaire 7 n’affecte pas non
plus I'expression d’IL1p3 dans le HPOA au jour embryonnaire 12 chez les méles et les
femelles (fig. 25). Cependant, il est important de rappeler ici que la comparaison des
contréles traités avec I'huile ou le PG suggere que le PG exerce un effet perturbateur sur

I'expression d’IL1[ et par conséquent que ces données ne sont peut-étre pas fiables.

Pour résumer, I'expérience 2 n’a pas répliqué les résultats obtenus dans I'expérience 1 ni
confirmé notre hypothése d'un réle des ocestrogénes dans la différence sexuelle
d’expression d’IL1B. Des hypothéses ont été émises pour tenter de comprendre ce qui
aurait pu influencer les résultats. La premiére hypothése concerne l'injection faite a E7. La
cytokine étudiée, IL1p3, est une cytokine pro-inflammatoire, par conséquent il est tout a fait
possible que cette injection ait perturbé I'environnement de lI'embryon et modifié
'expression de I'lL1B. La seconde hypothése est toujours en lien avec la nature du géne
étudié. Comme il est impliqué dans l'inflammation, il est possible que I'effet ne soit pas
homogéne dans le tissu et entre les individus étudiés. Ceci est illustré par les barres
d’erreurs male EB et le groupe PN1 du géne IL10 qui sont plus grandes. Ce qui rejoint
I'hypothése énoncée plus haut : il est possible que la différence que I'on cherche a montrer

ne soit pas facile a identifier et qu’'un échantillon plus large permettrait peut-étre de la
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mettre en évidence. La troisieme hypothése concerne les dissections qui ontisolé le HPOA
des individus : elles n’ont pas été réalisées par les mémes personnes pour I'expérience 1
et 2. En effet, la dissection de la premiére expérience a été réalisée par Charlotte Cornil et
moi-méme, alors que pour la seconde expérience, jai été aidée par Ellen Remacle,
technicienne au laboratoire, qui réalisait ses premiéres dissections. La troisiéme
hypothése est donc que les dissections réalisées pour I'expérience 2 sont moins précises,
méme si aucune différence de poids de HPOA n’a été relevée entre les deux expériences.
Pour finir, la derniere hypothése se porte sur le potentiel effet PG observé dans les groupes
contrdles, celui-ci a influencé I'expression d’IL1[, dés lors, les données observées aprés

traitements avec PG et Vorozole sont potentiellement problématiques.

. Investigation future : 1°" jour de vie

Lors de I'expérience 1, nous nous attendions a voir une différence d’expression entre les
sexes principalement a E12, car ce jour correspond a la fin de la période sensible durant
laquelle la microglie est plus abondante chez les femelles (Delage & Cornil, 2020). De
maniére intéressante, le 1°" jour de vie (PN1) révele des différences (non significatives)
d’expression entre les sexes, notamment pour les génes MCM5, RUNX-1 et I'lL10, en
faveur des méles. Ces données ne sont pas surprenantes étant donné qu'un pic de
testostérone se produit 8 PN1 chez les males. Il est donc tout a fait possible que ce pic de
testostérone impacte également le profil et I'activité de la microglie. L’expression plus
importante de MCM5, RUNX-1 et IL10 a PN1 chez les males suggére que la microglie est
sous une forme immature, en plus grand nombre, et plus active. De plus, pour le géne de
l'IL10, I'expression était relativement continue et basse durant les jours embryonnaires
(8,12 et 15) pour connaitre un pic a PN1. Ensemble, ces résultats incitent a enquéter

davantage sur ce moment du développement.

Toutefois, il est important de noter que des problemes de normalisation des génes de
référence sur les génes cibles ont été rencontrés a PN1. En effet pour certains genes
(RUNX-1, MCM5, CSF1R, IL34), la tendance d’expression entre les méles et femelles
s’inverse en fonction du choix du géne de référence. Souvenons-nous, 4 génes avaient
initialement été sélectionnés pour normaliser les génes cibles : ACT, RPL32, PGK1 et
GAPDH. Le défi était de sélectionner les génes qui montraient I'expression la plus
constante au cours du développement, pour que les différents jours embryonnaires et PN1
soient comparables entre eux. Seulement, les 4 génes de référence ont montré des
variations a PN1, ce qui a pour conséquence de tirer vers le haut ou le bas I'expression du
gene cible, selon le géne de référence, et ce qui rend les résultats pour ces génes a PN1

peu interprétables. Trouver un géne dont I'expression ne varie pas au cours du
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développement n'est pas aisé, étant donné la diversité des taches auxquelles un tissu doit

répondre au cours de son développement.

37



Conclusions
et

perspectives



En conclusion, ce mémoire a permis d’apporter des informations exclusives quant a I'évolution
de la microglie au cours du développement, a travers les génes marqueurs de microglie
précoce et pré-microglie, mais également a travers les génes marqueurs de lactivité
microgliale. Ces derniers ont mis en évidence une différence d’expression lors de la période
sensible, conforme a 'attendu. Cependant, les résultats de I'expérience 2 n'ont pas permis de
confirmer ce que notre laboratoire avait précédemment découvert, ni ce que I'expérience 1
avait démontré. Il semblerait que cette différence ne soit pas facile a illustrer, et par conséquent
qu’'un échantillon plus large serait favorable. En effet, les résultats ne suggérent pas que
'exposition précoce a 'estradiol influence I'activité microgliale durant la période sensible. La
principale hypothése pour expliquer cela, est que ces expériences-ci ont analysé un plus gros
volume de tissu, le HPOA, alors que précédemment I'effet avait été observé dans le POM. Par
conséquent, il est possible que I'effet observé dans le POM ait été dilué dans le HPOA. De ce
fait, réaliser des qPCR sur le HPOA n’est surement pas la bonne approche pour prouver
l'influence de I'cestradiol sur la microglie, puisque lors de la dissection, le POM est trop petit
pour le cibler spécifiquement. De plus, le géne étudié pour évaluer I'activité microgliale étant
une cytokine pro-inflammatoire, il est possible que les injections réalisées a E7 aient
bouleversé I'environnement et interféré avec son expression. Pour finir, un effet du contréle
PG a également était observé, ce qui remet en question la fiabilité des données du groupe

Vorozole.

De futures investigations pourraient étre intéressantes pour analyser d’autres molécules
impliquées dans l'inflammation afin de dresser un profil inflammatoire plus large des cerveaux
males et femelles au cours du développement. Notamment l'interleukine 6, le TNFa et d’autres
cytokines qui ont retenu notre attention mais pour lesquelles nous n'avons pas pu réaliser
d’analyses lors de ce mémoire. De plus, des investigations au 1° jour de vie semblent
également prometteuses. Enfin, I'abondance et lactivité microgliale dans des stades

postnataux ultérieurs ou a I'age adulte n’ont jamais été investiguées chez l'oiseau.
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Annexe



1.1.

1.2.

1. Complément d’information sur la microglie

Forme surveillante

La forme surveillante, anciennement nommée microglie au repos ou microglie
quiescente est celle qui prédomine dans un tissu sain. Dans cette configuration, la
microglie posséde un petit corps cellulaire fixe et de longs et fins processus de
ramification trés mobiles. Ces ramifications inspectent en permanence I'environnement
(Davalos et al., 2005) et montrent des aptitudes assez impressionnantes.
Premierement, elles sont capables de voyager a une distance de 100 ym de diamétre
autour du corps cellulaire. En outre, elles seraient les structures cellulaires les plus
rapides dans le cerveau sain, avec une vitesse de 1 a 3 um par minute. Les processus
de ramification sont capables d’établir un contact avec les neurones, les astrocytes et
les vaisseaux sanguins et de se rétracter en quelques minutes pour interagir avec une

autre cellule (Davalos et al., 2005 ; Nimmerjahn et al., 2005 ; Stratoulias et al., 2019).

La microglie exerce aussi un réle dans la neurogenése et la plasticité synaptique a
'age adulte, réles communs a la microglie durant le développement. Premiérement,
elle phagocyte les progéniteurs neuronaux, dans la zone sous granulaire du gyrus
denté de I'hippocampe. En effet, méme a I'dge adulte, cette région du cerveau est
toujours une région de neurogénése et la microglie continue d’exercer cette action de
régulation du pool de progéniteurs. Ensuite, la microglie oriente la différenciation de
ces cellules progénitrices de la zone sous granulaire, et elle sécréte aussi des facteurs
qui influencent leur survie (Sierra et al., 2010). Etant donné que ce réle de la microglie
n'a été découvert que récemment, et que la microglie a surtout été étudiée dans un

contexte pathologique, tous les mécanismes impliqués ne sont pas encore connus.

Forme activée

Voici quelques exemples de voies d’activation de la microglie lors de sa forme activée.

Un signal de danger est par exemple une exposition a un pathogéne, qui exprime un
signal PAMP (modéle moléculaire associé aux agents pathogénes). Un signal de
dommage est par exemple une cellule qui a été lysée, et par conséquent son matériel
intracellulaire qui se retrouve en extra-cellulaire, ce qui active le signal DAMP (modéle
moléculaire associé aux dommages). Ces PAMPs et DAMPs sont reconnus par la
famille des PRR (cfr ci-dessus), exprimés par les microglies (Newton & Dixit, 2012).
Cette interaction prolongée active une voie de signalisation qui stimule NF-KB, qui lui-
méme méne a la production d’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) et de

cyclooxygénase 2 (COX-2). Ces 2 enzymes vont elles aussi produire des molécules



1.3.

pro-inflammatoires, respectivement du monoxyde d’azote (NO) et des prostanoides
(Brown & Neher, 2010).

Une autre voie, plus rapide, permet de changer la morphologie des processus de
ramifications de la microglie, de passer de long et fin a court et absent afin de permettre
a la micrologie de migrer vers la zone touchée. Cette voie implique de 'ATP, qui se lie
aux récepteurs purinergiques de la microglie (P2Y12 et A2A) (Davalos et al., 2005). Le
recrutement en masse s’opéere par chimiotactisme, par des signaux de type « trouve
moi » qui peuvent étre : une concentration élevée de nucléotides, de cytokines ou de

glutamate (Haynes et al., 2006).

La microglie peut elle-méme recruter et activer d’autres microglies par sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires comme linterleukine 1 beta (IL1B), le TNFa et le NO.
Lorsqu’une cellule est mourante dans une zone inflammatoire, elle exprime des
signaux « mange-moi », mais aussi des espéces réactives a I'oxygéne (ROS) qui vont
impacter les cellules voisines et les soumettre a un stress. Ces cellules voisines

stressées vont alors aussi sécréter des ROS afin d’amplifier I'inflammation.

Lorsque la source de I'inflammation a disparu, a savoir le contenu intracellulaire ou le
pathogéne a éte digéré, I'inflammation s’arréte progressivement, avec le changement
des signaux « trouve moi » et « mange-moi » au profit de signaux « ne me mange
pas ». Les cellules voisines, petit a petit, ne sont plus soumises a un stress et diminuent
leur sécrétion de ROS. La microglie sécréte alors des cytokines anti-inflammatoires,
comme linterleukine 10 (IL10) et des facteurs de croissance, comme le facteur de
croissance de transformation beta (TGFB), pour amplifier la fin de l'inflammation.
Attention toutefois, certaines molécules peuvent étre a la fois pro- et anti-
inflammatoires, et donc exercer des effets tantdt neuroprotecteurs et tantot

cytotoxiques, en fonction du contexte.
Implication de la microglie dans les maladies neurodégénératives et psychiatriques

Il semblerait que les femmes soient plus susceptibles de présenter un trouble
émotionnel qui se développerait apres la puberté, alors que les hommes seraient plus
touchés par des troubles développementaux qui induiraient des maladies mentales
(Thibaut, 2016). Concernant les maladies neurodégénératives, les hommes sont 3 fois
plus touchés par la maladie de Parkinson, tandis que les femmes sont 3 fois plus
atteintes de la maladie d’Alzheimer (Baldereschi et al., 2000; Irvine et al., 2012;
Plassman et al., 2011).

Ces données sont a considérer en sachant qu'il existe des biais dans la détection des

pathologies neurologiques. En effet, les symptdmes et manifestations peuvent étre



différents chez les femmes, et étant donné que la recherche scientifique se concentrait
presque exclusivement sur des individus masculins (Zucker & Beery, 2010), les
femmes sont victimes de mauvais diagnostic (Shansky & Murphy, 2021). C’est le cas
des arréts cardiaques, qui sont diagnostiqués plus tard chez les femmes car les
symptdbmes sont différents de ceux des hommes qui sont considérés comme la norme.
Cela entraine donc un retard de prise en charge et par conséquent de traitement, ce
qui peut engendrer de lourdes conséquences (Wu et al., 2018). Un autre exemple est
l'autisme, qui est moins diagnostiqué et plus tard chez les filles (Hiller et al., 2016).

Dans certains cas, le diagnostic est posé mais les femmes souffrent alors d’effets
secondaires indésirables, plus nombreux et plus fréquents, puisque les études pré-
clinigues considérent majoritairement des individus masculins (Anderson, 2008). En
2011, une évaluation des études en neurosciences a révélé que les individus masculins
sont 6 fois plus présents dans les cohortes expérimentales (Beery & Zucker, 2011).
Dans cet article, les chercheurs disent méme qu’étre de sexe féminin est considéré
comme un facteur de risque d'effets indésirables cliniquement pertinents (Anderson,
2008). Une des raisons serait que les scientifiques craignent que le cycle menstruel
des femelles n’interfére avec les résultats et induise une variabilité, ou que celui-ci soit
simplement a prendre en compte, ce qui peut compliquer le design de I'étude. Pourtant,
plusieurs études récentes ont démontré que les femelles ne sont pas plus variables
que les méles (Becker et al., 2016; Itoh & Arnold, 2015). Cette tendance est en train
de s’équilibrer, notamment grace a l'initiative du National Institutes of Health (NIH) qui
a imposé de considérer le sexe comme variable biologique dans les projets qu’elle
finance (Clayton & Collins, 2014). Ceci, non pas seulement dans un but d’inclusivité,
mais pour nous aider a comprendre les mécanismes sous-jacents de I'apparition de
troubles et les effets protecteurs ou déclencheurs des messagers chimiques, pour in

fine pouvoir trouver un traitement.

La microglie est donc impliquée dans beaucoup de processus aussi bien durant le
développement qu’a I'dge adulte. Et étant donné qu’elle fait partie du systéme
immunitaire, elle est sensible aux bouleversements extérieurs qui peuvent in fine
causer des troubles ou pathologies. Par exemple, I'exposition gestationnelle a un
pathogéne (virus, bactéries...), le virus de la grippe au cours du 1er trimestre,
augmente par 7 le risque pour le feetus de développer la schizophrénie (Brown et al.,
2004). Cette exposition gestationnelle est appelée activation immunitaire maternelle
(MIA), et celle-ci perturbe le développement de la microglie (Matcovitch-Natan et al.,
2016). En réalité, c’est la réponse immunitaire maternelle et non le pathogéne en lui-

méme qui perturbe le développement foetal. En effet, l'injection de cytokines est



suffisante pour induire une psychopathologie (Meyer et al., 2005). En plus de la
schizophrénie, la MIA pourrait aussi étre un facteur de risque pour I'autisme et le retard
mental (Miller et al., 2005 ; Rantakallio & von Wendt, 1985). Les mécanismes par
lesquels ces troubles neurodéveloppementaux apparaissent restent inconnus, mais de
plus en plus de preuves suggérent une association avec le dysfonctionnement
microglial. En outre, I'incidence de nombreuses neuropathologies est sexuellement
différenciée. Par exemple, le trouble du spectre autistique (TSA) touche 4 fois plus
d’hommes que de femmes (Hanamsagar & Bilbo, 2016). Et cette différence peut étre
due en partie au dimorphisme sexuel de la microglie (Werling et al., 2016). Un second
exemple est I'exposition & un stress prénatal. Les résultats révélent que le stress
prénatal modifie le développement et la distribution de la microglie dans le cerveau. Le
nombre de microglies immatures a été réduit et la différenciation en une forme ramifiée

a éte accélérée (Gomez-Gonzalez & Escobar, 2010).

La microglie est aussi impliquée dans la sclérose en plaques. Sa forme activée sécrete
des molécules pro-inflammatoire qui sont associées a la démyélinisation et la
neurodégénérescence (Zrzavy et al.,, 2017). D’ailleurs, les femmes sont 3 fois plus
susceptibles de développer une maladie auto-immune que les hommes (Nissen, 2017).
Les femmes développeraient la sclérose en plaques peu de temps apreés la puberté,
alors que pour les hommes, ce serait plutot vers 30- 40 ans, ages auxquelles les taux
sériques de testostérone diminuent (Gray et al., 1991 ; Tenover et al., 1987). De plus,
il a été notifié que chez 24% des hommes atteints de la sclérose en plaques, leur taux
de testostérone était inférieur a la moyenne des hommes du méme age (Wei &
Lightman, 1997). Et de maniére intéressante, les femmes sont protégées par les
hormones de grossesse. De nombreuses preuves montrent une forte association entre
I'état de grossesse et la protection de la maladie (Voskuhl, 2011). Ce qui prouve l'intérét

de considérer une pathologie selon le sexe.



