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Introduction bibliographique : La leptinessin récepteur.

CHAPITRE 1 : La leptine et son récepteur.

|. La leptine.

I.1. La découverte de la leptine.

Dans sa facon de se nourrir au quotidien, I'indlivalterne entre phase d’alimentation
et phase de jelne. D'un jour a lautre, la quanttaliments ingérés ainsi que leurs
compositions peuvent varier considérablement, galesla dépense énergétique quotidienne
n'évolue en conséquence. Cependant le poids d'dividtu reste, d'une maniere générale,
relativement constant au cours de sa vie d’adAitesi, le poids d’une femme augmente en
moyenne de onze kilogrammes entre I'age de 25 ©68 ans, pour une prise alimentaire
totale sur cette période d’environ vingt tonnes rildg GR 1969). Il existe donc une
régulation fine de la balance énergétique défirae Iquilibre entre prise alimentaire et
dépense énergétique (activité physique, métabolisasal et thermogénese adaptative). La
régulation de cette balance par un systeme endoaridgrant les réserves énergétiques est
maintenant étudiée depuis plus d’'un demi-siécle.

Hetherington et Ranson en 1942, puis Anand et Blobe 1951 montrent que, chez
le rat, des Iésions au niveau de I'hypothalamusiigsaht un déséquilibre de la balance
énergétique. La lésion de I'hypothalamus ventroarédnduit une hyperphagie conduisant a
une obésité morbide, ainsi qu'une altération de tharmorégulation. La Iésion de
I'nypothalamus latéral induit une forte réductiom ld prise alimentaire conduisant & la mort
par « famine » (Hetherington A et Ranson S 1942amdhB et Brobeck J 1951). Ces
expériences sont les premieres démonstrationsndeditance de I'hypothalamus en tant que
centre de contrble de la prise alimentaire et di&fgEense énergétique.

Kennedy en développant sa théorie lipostatiqudeegtemier en 1953 a expliquer la
constance du poids d’un individu au cours de sgarela régulation de la masse adipeuse de
I'organisme (Kennedy G 1953). En se basant suexggriences de lésions hypothalamiques
réalisées au cours des années 1940-50, il émaiothgse d’une relation entre la masse
adipeuse et le contréle hypothalamique de la @iseentaire. L’hypothalamus collecterait
des informations relatives a la quantité de madgeease de I'organisme par I'intermédiaire
d’'un facteur circulant, et régulerait en retoursprialimentaire et dépense énergétique de
maniere adéquate.

Suite a ces travaux, Hervey réalise en 1959 I'e@pée qui allait marquer I'histoire

de I'étude de la prise alimentaire. Grace au psaceghirurgical de parabiose, permettant
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I'union chronique de deux rats vivants en sutuemgemble leur péritoine et leurs muscles
(Huff R 1950), il réunit la circulation sanguine ud’" rat rendu obese par lésion
hypothalamique et d’'un rat contrdle (Hervey G 195)ite a cette union, le comportement
du rat obese n’est pas modifié tandis que le natréte cesse de s’alimenter. Hervey suggere
alors I'existence d’un facteur de satiété circuldmnt la concentration chez le rat obése devait
étre augmentée par rapport au rat contréle. L'atuseleffet observée chez le rat ayant subi
une Iésion hypothalamique suggere également l@pcédu récepteur de ce facteur de satiété
circulant au niveau de I'hypothalamus. Cette simgdpérience a permis de mettre en place
les préceptes de la leptine, dont I'étude, quareinig ans plus tard, est toujours d’actualité.
Les conclusions de Hervey sont ensuite soutenaeslg découverte de souris
génétiquement obéses, la souris « obesebjolf) et la souris « diabetes »db{db),
caractérisées par une hyperphagie, une dépenggeégee réduite et un syndrome d’obésité
morbide. Coleman réalise des expériences de parabiose ag.eaeaux modeles murins
(Coleman D 1973). La parabiose entre souris canfbb/ob provoque une réduction de la
masse adipeuse de la souwti¥ob et n'a pas d’effet sur la souris contréle. La pa&se entre
souris controle etlb/db n'a pas d'effet sur la sourgb/db, mais induit cependant une forte
réduction de la prise alimentaire chez la sourigtréte (hypophagie), conduisant a sa mort.
La parabiose entre les souoigob et db/db n’induit aucun changement chez la soaibglb ;
néanmoins la sourigb/ob devient hypophagique et meurt. Logiguement, Colemgerprete
ses résultas de la maniére suivante : les sobfid ne produisent pas le (ou un) facteur de
satiété, tandis que les soudl¥db le produisent mais y sont insensibles. Il seraatérg plus

tard que le genebese code pour la leptine (Ob) et le gediabetes pour son récepteur (ObR).

I.2. Le clonage du genebese

La découverte de la séquence des g@bese murin et humain, a été réalisée par

I'équipe de Friedman (Zhang &f al. 1994), en utilisant la technique du clonage detipos

(GenbankW18812 U18915. Ils retrouvent ainsi une mutation du géese chez les souris
ob/ob. La méme équipe montre que la protéine Ob esteptésdans le plasma et que
I'injection de celle-ci chez la souris produit ureduction de la prise alimentaire et de la
masse adipeuse (Zhangelal. 1994). Le facteur de satiété découvert par Colevivagt ans
plus tot était identifié, et I'équipe de Friedmaaphse le produit du gerebese leptine, du
grecleptos signifiant fin ou maigre (Halaas &t al. 1995).
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[.3. Les caractéristiques du génebese
[.3.a. Caractéristiques de la séquence codante.

Le geneobese est composé de 3 exons séparés par 2 introngduesce codante de
la protéine leptine est localisée au niveau des®®oet 3 et code pour un ARNm de 4,5 kb
environ chez le rat.

Chez la souris, la taille totale du géstese est de 20 kb. La taille de I'exon 1 est de 26 pb,
celle de I'exon 2 (qui possede I'ATG) est de 17%pbelle de I'exon 3 (qui possede le TGA)
est de 2600 pb au minimum. Les introns 1 et 2 neesuf,5 et 1,7 kb respectivement (Figure
1) (He Yet al. 1995). Il existerait également un autre exon agpanent non traduit localisé
entre les exons 1 et 2 et mesurant 93 pb. Cet esbrprésent dans un transcript ARN
résultant d’'un épissage alternatif, retrounéivo, chez la souris, au niveau du tissu adipeux.
Il représente environ 5 % des transcripts totauxgédneobese et sa fonction est encore
inconnue (He Yet al. 1995).

Chez 'homme, le genebese mesure environ 20 kb. La taille des différents nsxachez
I’'homme et la souris est comparable. Les introes 4 sont cependant plus grands avec 10 kb
et 2,3 kb respectivement (Figure 1) (Issetld. 1995).

exonl exon exon2 exon3
26pb alternatif 175pb = 2600pb
promoteur . - ) _—
—_— e — I1 I 1
i 1] L] |
LN PN J ]
TATA box i intronl intron2
murin et
GC box =» Facteur Spl N murin murin
Séquence palindromique de C/EBP J humain 7.5Kb ( ) 1'7Kb( )
Ebox = Proteines HLH 10Kb (humain) 2.3Kb (humain)
AP2 binding site
Seéegquences répétitives Alu et MER1]L | humain
cAMP element response
Glucocorticoide response element
Fig 1: Taille et caractéristiques des génesbesemurin et humain.

[.3.b. Caractéristiqgues du promoteur et de la régin 3'.

La taille exacte du promoteur murin est inconm@égnmoins un promoteur de 750 pb
est considéré comme suffisant pour induire eféoaent la transcription, la région située
entre les nucléotides 0 et -161 étant primordidlepartir de la séquence nucléotidique,
différentes équipes ont recherché les séguencesgemsis pouvant interagir avec divers
facteurs de transcription. Le promoteur du géloese murin contient une TATA box (-29 a -
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34), ainsi qu'une ou plusieurs séquences Spl (GX) boggérant une régulation de la
synthese de leptine par les facteurs de transmniptidoigts de Zinc Spl (Laniaetal. 1997).
Une courte séquence palindromique caractéristiggecdCCAAT/enhancer-binding protein »
(C/EBP) est retrouvée entre les nucléotides -49&tconférant aux facteurs de transcription
adipocytaires C/EB#® un réle dans la régulation de la production g¢ine (Hwang C-St
al. 1996).
Ces mémes élémentss sont retrouvés dans le promoteur humain (Isst &l. 1995; Gong
D-W et al. 1996; Miller SGet al. 1996), et s’y ajoutent une « Ebox » permettantdiiaction
des protéines possédant un domaine HLH (Murret @. 1989), un « AP-2-binding site »
permettant le recrutement du facteur de transonpAP-2 (Mitchell PJet al. 1987), des
séquences répétitives MER11 et Alu dont la fonceshencore mal définie, des séquences
« cyclic AMP element response » et des séquenaglsicacorticoid response element »
(GRE).

La région 3’ du genebese est peu conservée entre souris et humain, avéenseint
50% d’homologie de séquence (Wickens M 1990; Isset ldl. 1995). Cette divergence
pourrait étre expliquée ou étre la cause d’ unigmtihce de stabilité entre les ARNm codant

pour la leptine de ces deux espéces.

[.3.c. De la séquence génique et protéique a la fdion.

Suite a l'obtention de la séquence nucléotidique géneobese, son analyse en
fonction de critéres de similitude ou d’homologigermis l'identification d’'une séquence
caractéristique d'une protéine extracellulaire &&& (Zhang Yet al. 1994). L’équipe de
Bryant a établi, a partir de la séquence peptiditpsedifférentes structures 3D potentielles de
la leptine, et recherché des similitudes dans desjles de données adaptées. lls ont alors
suggéré que le produit du geolsese code pour une protéine pouvant adopter une steictu
similaire aux cytokines hélicoidales de type In&rkine-6 (IL-6) (Madej Tet al. 1995).

La leptine est une protéine de 16KDa. 67% de gaeste peptidique est conservée
entre les différentes especes étudiées a ce joexidte un fort taux d’homologie entre la
leptine de rat et de souris et entre la leptinsalgis et humaine avec respectivement 83 et
84% d’homologie (Zhang & al. 1997).

L’étude structurale de la leptine a été difficid) principalement au fait que la leptine
s’agrege facilement, empéchant ainsi le processugidtallisation. L’équipe de Schevitz en
1997 a contourné ce probleme en utilisant une riepthutante (E100) dans laquelle le

tryptophane en position 100 est remplacé par uamine. Cette mutation n’'induit pas de
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modification de [l'activité biologique de la leptinmais permet sa cristallisation et la
détermination précise de sa structure 3D (Figur@Bang Fet al. 1997). La structure de la
leptine est caractérisée par quatre hélices alptigoaralléles (A a D) connectées par deux
longues boucles (AB et CD) et une plus courte (Bs résidus les plus conservés,
certainement importants pour maintenir l'intégrgéucturale de la leptine ainsi que la
fonction biologique sont situés dans un cceur hyusbp. D’autres régions fortement
conservées sont situées au niveau des quatre hélipha ; deux cystéines conservées en
position 96 et 146 forment un pont disulfure en&raégion carboxy-terminale et la longue
boucle CD. La mutation d’'une de ces cystéines tangrotéine biologiguement inactive ce
qui rend compte de leur importance. L'agencemerst ldélices alpha et des boucles de la
leptine E100 est similaire a celui de cytokinesnow le « Granulocyte Colony-Stimulating
Factor » (G-CSF), le « Leukaemia Inhibitory Facto(LIF), le « Ciliary Neurotrophic
Factor » (CNTF) et 'hormone de croissance (GH)sluperposition de la structure 3D de la

leptine avec celle de ces protéines est possililen@ Fet al. 1997).

Fig 2: Structure tridimensionnelle de la leptine E100

La structure 3D de la leptine E100 est caractérisgeqpatre hélices alpha anti-paralléles (A, B, C,|D)
connectées par 3 boucles (AB, BC, CD). Elle est coafpa a celle des cytokines G-CSF, CNTF, GH et
LIF. La région localisée entre les aa 106 et 140emgionsable de I'activité biologique de la leptinedpes
Zhang Fet al. 1997.

En injectant chez les sounb/ob différents peptides de synthése recouvrant leteaci
aminés (aa) 106 a 167, I'équipe de Lee DW a miévialence que la région localisée entre les
résidus 106 et 140 est la principale responsablactévité biologique de la leptine (Grasso P
et al. 1997).
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- La leptine -

- L’existence de la leptine (Ob) a été suggérée des années 1950, mais le clonage de son
géne bbesé ne flt réalisé qu’en 1994 par I'équipe de J.Frieghan.

- Le géeneobeseest composé de 3 exons séparés par 2 introns. Sgion promotrice
posseéde notamment la séquence consensus des facale transcription adipocytaires
C/EBPa.

- Ob est une protéine de 16 KDa appartenant a la faille des cytokines hélicoidales d
type IL-6. Elle partage une forte homologie de strature avec le G-CSF et la GH
notamment.

112

ll. Régulation de la synthése de leptine.

Initialement les adipocytes du tissu adipeux bléiagent considérés comme les seules
cellules productrices de leptine. Cependant, umghgge ectopique de leptine a été mise en
évidence dans de nombreux tissus et notammentdelejde foie et I'hypophyse (Jindt al.
1999; Morash Bet al. 1999; Jin Let al. 2000). Nous aborderons plus précisément ce point
dans le chapitre consacré a I’hormone de croiss@itapitre 1V). L'importance relative de la
synthese ectopique de leptine dans la concentrpli@matique de cette hormone reste sujette
a controverses, et a ce jour les adipocytes sajuus considérés comme la source principale
de leptine. La régulation de la synthése de lepBtebien entendu différente selon les tissus

considéreés. Elle est de plus soumise a un grandmode facteurs de régulation.

[I.1. Niveaux plasmatiques de leptine et nutrition.

La leptine est une hormone circulant dans le pdaanune concentration dépendante
du statut énergétique et du niveau de masse adipdeid’'organisme. Dans les modeéles
murins ou chez 'homme, I'obésité est associéeeadélévation du taux plasmatique de leptine
tandis que les états lipodystrophiques sont ass@ciéne réduction de ce taux (M. Maffei M
et al. 1995).

Suite a la prise d’un repas unique, le niveaurpigue de leptine augmente chez les
rongeurs, tandis qu’il semble inchangé chez I'honiBedadin Ret al. 1995; Korbonits Met
al. 1997). Chez 'homme, ce niveau augmente souset'affun régime hypercalorique de
plusieurs jours. Cependant un jelne (24-48h) indoi forte baisse de la concentration

plasmatique de leptine chez les rongeurs et I'honfpees une période de jedne, la prise
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d’'un repas individuel induit une augmentation de l&ptine plasmatique jusqu’au
rétablissement de son taux initial. La sécrétion lejgtine est également corrélée a la

composition et a I'apport calorique des repas (RoSP et al. 2005).

[1.2. Sécrétion de leptine et rythmes biologiques.
[I.2.a. Rythme circadien.

L’expression et la sécrétion de leptine sont dére®es par un rythme diurne chez les
rongeurs et chez 'lhomme (SaladirefRal. 1995; Sinha MKet al. 1996).

Chez les rongeurs, le taux plasmatique de lepshelas élevé durant la phase sombre que
durant la phase lumineuse du cycle nycthéméralsdiar le rat est soumis a un cycle
lumiére/obscurité de 5h-19h/19h-5h, la concentngplasmatique de leptine augmente a partir
de 19h pour atteindre son maximum a 23h (envirog/rBh) et diminue ensuite jusqu’a
rejoindre son niveau basal a 5h (environ 6ng/mL) et al. 1999). La phase d’obscurité
correspondant chez les rongeurs a la période dita@gtilaugmentation de leptine plasmatique
est en corrélation avec le début de la prise aliaien et semble indépendante de la
photopériodicité et des autres mécanismes classdjueontrdle du rythme circadien. Chez le
rat, la synthése de leptine par les cellules agipires et I'expression hypothalamique de son
récepteur augmentent quant a elles avant le débua phase sombre. Elles sont donc
indépendantes de l'initiation de la prise alimemaCes résultats suggérent que la sécrétion
de leptine et sa synthese sont réegulées en partéeg mécanismes indépendants (KalratSP
al. 2003).

Chez 'homme, on retrouve également des variatitna concentration plasmatique
de leptine corrélées avec le cycle circadien (Fig8)y. Celle-ci augmente durant la phase
sombre qui, contrairement aux rongeurs, correspotad phase de sommeil. Bien qu’'une
simple prise alimentaire ne semble pas changerue dle leptine circulante, 'augmentation
nocturne de cette hormone est corrélée avec lanigitié et I'heure de la prise alimentaire
précédente (Schoeller D& al. 1997). Le role de cette rythmicité biologique densontréle
central de la prise alimentaire est pour l'instaratl défini. Elle pourrait intervenir dans la
régulation au niveau périphérique d’autres actewnteculaires impliqués dans les diverses
fonctions de la leptine (Kalra S#®al. 2003). Ce rythme n’est pas affecté par I'obésial{a
MK et al. 1996)

26



Introduction bibliographique : La leptinessin récepteur.

140 ~ 140 5
@ sain S obése
- c 130 4
2G5 1o 2 S 1o
c O ® O
= C = C
© @ O 10
z D 100 1 z Q
&3 &S ]
g5 2® w
= 80 = O
o Q.
[¢}] (] 80
- -
60 r T Y 70 T T 1
0800 1600 2400 0800 0800 1600 2400 0800
T HOT
— — 120 4
£ E
5 5 100 4
= 2
) o
= =
3 3 «
£ £
40
0-r T ™ = 20
0800 1600 2400 0800 0800 1600 2400 0800
130 140 5
~ 2~ 1304
E 120 E
> >
E E 120 4
701 110 ;
3 8 1101
s s
— 00 —_— y
o' O 100
) 1600 2400 0800 ) L] s B ) 2400 0800
Heures Heures
Fig 3: Evolution du taux plasmatique de leptine sur 24, chez 'lhomme.
Evolution sur 24 heures des taux plasmatiques de éeftisuline et glucose, chez des individus sains et
obéses. D'aprés Sinha Mé al, 1996.

[1.2.b. Rythme ultradien
Chez I'hnomme et les rongeurs, la sécrétion derneppar les adipocytes n’'est pas
continue mais pulsatile, caractérisée par des gcsécrétion de faible amplitude mais de
fréequence élevée (Figure 4) (Licinioeflal. 1997; Bagnasco Mt al. 2002). Chez le rat, la
restriction alimentaire entraine une diminutionldenplitude des pics, sans modification de

leur fréquence (Bagnasco éflal. 2002).
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Fig 4: Rythme ultradien de la sécrétion de leptinetez le rat.

Profil de sécrétion pulsatil de la leptine chez fats contrles (cercles ouverts, CTR) ou soumis a|une
restriction alimentaire (cercles pleins, R.A.). Lastrietion alimentaire entraine une diminution (de
I'amplitude des pics mais pas de leur fréquence. i@@apagnasco Mt al, 2002.

[1.3. Facteurs régulant la sécrétion de leptine.

[1.3.a. Effets de l'insuline et du glucose.

La régulation de la sécrétion de leptine en famctle la nutrition est liée en partie a
I'insuline et au glucose. En réponse a une prisaegtaire, le taux d’insuline dans le sang
augmente pour favoriser I'absorption par les tistuglucose « ingéré », et ainsi compenser
son augmentation plasmatique et restaurer une mgigcaormale. Chez 'homme, dans des
conditions standards, les taux plasmatiques dentepie sont pas corrélés a la variation des
taux s’'insuline suite a une prise alimentaire (Fég8) (Ahima RS et Flier JS 2000). Par
opposition, les taux d’insuline et de leptine dioent en période jelne, chez 'homme
(Ahima RS et Flier JS 2000). Des études réalisgeastro montrent que l'insuline stimule la
synthese et la sécrétion de leptine dans une ligelhdaire d’adipocytes de souris ainsi que
dans les cultures primaires d’adipocytes humainigss(Kolaczynski JWt al. 1996; Rentsch
J et Chiesi M 1996)in vivo, l'injection d’insuline chez les rongeurs entraggalement une

augmentation de la concentration plasmatique dénkep c’est également le cas chez
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I’'homme soumis a une perfusion chronique d’insu(iBaladin Ret al. 1995; Kolaczynski JW
et al. 1996).

[1.3.b. Autres facteurs.

Il existe de nombreux facteurs régulant la sémnédie leptine et il est trés difficile de
les classer en fonction de leur importance, cde-@tldépend de I'état physiologique de
'organisme ainsi que des fonctions biologiquesdées. De nombreuses revues les
répertorient et nous n’en donnerons ici qu'unelisin exhaustive (Figures 5 et 6). De plus, il
ne faut pas oublier que si la leptine est syntéétiincipalement par les adipocytes, il existe
une synthese ectopique de cette hormone dans dbreamtissus, dont la régulation est

certainement tissus dépendants.

- La sécrétion de leptine -

- La leptine est principalement produite et sécrét par les adipocytes du tissu adipeu
blanc. D’autres tissus comme I'hypophyse, le musckt le foie sont également des liey
de synthese de cette hormone.

X X

- La concentration plasmatique de leptine est proptionnelle au niveau de masse
adipeuse de I'organisme et donc fortement dépendantlu statut énergétique.

- La concentration plasmatique de leptine augmentsuite a une prise alimentaire unique
chez les rongeurs et suite a un régime hypercaloug de plusieurs jours chez I’'homme
Elle diminue fortement suite a une restriction alinentaire (24-48h) chez les rongeurs e
I’'homme.

—+

- La sécrétion de leptine est caractériseée par unythme circadien diurne chez les
rongeurs et chez 'homme. Elle est plus importantalurant la phase d’obscurité (ou
phase sombre) du cycle nycthéméral.

- La sécrétion de leptine n’est pas continue maisufsatile, caractérisée par des pics dg
sécrétion de faible amplitude mais de fréquence &ée (rythme ultradien).

- Les taux d'insuline et de leptine sont étroitemeancorrélés. L'insuline stimule la
synthese et la sécrétion de leptine chez les rongeet chez I’'homme.
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Factor Models References
Obesity Rodents Frederich et al,*>*"* Maffei et al®®
Humans Considine et al,s'} Maffei et al®
Overfeeding Rodents Trayhurn et al,”_Hardie et al’®
Humans Kolaczynski et al*'*
Impaired renal function Humans lida et al,m‘ Merabet et al'’
Insulin Adipocyte Saladin et al, 2% Leroy et al*®
Rat islets Ceddia et af”‘_ ) _
Humans Utriainen et al,zw' Saad et aJ,‘W Mantzoros et al**
ob/ob mice Stephens et al'®
Glucose Mice Kamohara et al**®
Glucocorticoides Adipocyte Leroy et al*™® Slieker et al*”®
Rats Saladin et affw
Humans Miell et al,m‘ Kolaczynslfi ot ast
Papaspyrou-Rao et al®
TN F-x Humans Mantzoros et a**
Adipocytes Zhang et al**'
Oestrogen Adipocytes Machinal et al*’
Humans Shimizu et al'a_‘
Rats Shimizu et al'®
Pigs Qian et al**
Endotoxin Hamsters Grunfeld et aF™
Interleukin-1 Humans Janik et al***
Hamsters Grunfeld et af®”
Alcohol Humans Mantzoros et al**

Fig 5: Facteurs induisant une augmentation des taux ptmatiques de leptineD’aprés Margetic %t al,

2002

Factor Models References
Androgens Adipocytes Wabitsch et al,*™ Machinal et al*’
Fasting Humans Trayhurn et a],“ Hardie et al’®
fi;-Adrenoceptor agonists Humans Donahoo et af*®

Rodents Ghorbani and Hin'ln':s-Hager'l,323 Li et aJ,B’

Trayhurn et a],zj Man tzoros et al®

Adipocytes Gettys et al, % Slieker et af’®
Growth hormone Zucker rats lsozaki et QF"'E'

Rats Carro et al*"**"

Children Rauch et aP®’
Cold exposure Humans Trayhurn et al*®

Rats Hardie et af’®

Human adipocytes Peino et al’
Exercise—long term Rats Zheng et al”*

Humans —women Kohrt et al®*
Somatostatin Humans Donahoo et al*®

Rats Carro et al™®
Cyclic AMP Adipocytes Saladin et al," Sleker et al*’®
Thiazolidinedions Adipocytes De Vos et al,”® Kallen and Lazar™”
Cigarette smoking Humans Hodge et al,sh Wei et al,"‘zs Mantzoros et al,z'”

Miyata and Meguidju

IGF-1 Rats Boni-Schnetzer et al*"
Free fatty acids Adipocytes Deng et al*?

Fig 6: Facteurs induisant une diminution des taux plasmagues de leptineD’aprés Margetic %t al,

2002
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lll. Le récepteur de la leptine.

[11.1. La découverte du récepteur de la leptine.

L'équipe de Tepper a été la premiére a isoletagter le récepteur de la leptine (ObR)
en suivant une démarche scientifique particulierdrireéressante (Tartaglia L& al. 1995).
lIs ont utilisé une banque d’ADN complémentaire (A&) construite a partir d’ARNm isolés
du plexus choroide de souris, tissu identifié adé&ade leptine couplée a la phosphatase
alkaline comme exprimant fortement le récepteur laleleptine. Aprés transfection de
combinaisons de plusieurs ADNc de plus en plusemses dans des cellules en culture et en
utilisant la leptine marquée a la phosphataseiatkalour identifier les clones positifs, ils ont
finalement isolé un ADNc codant pour une protéiaeé3é4aa.

Le domaine extracellulaire du récepteur cloné Temtaglia possede de nombreuses
similitudes avec les récepteurs de la superfardiie cytokines classe |. Bien que le taux
d’homologie de séquence entre ce domaine et cebiadtres récepteurs de cytokines ne soit
gue de 24% environ, ObR posséde le motif Trp-SdmXSer caractéristique de cette famille
de récepteur (Kishimoto Et al. 1994). Tout comme les récepteurs de cytokines, ObR
présente un domaine membranaire unique composéingdg-tois résidus. Le domaine
intracellulaire de I'ObR isolé par Tartaglia, esbrévamment court par rapport a celui des
autres membres de la famille des cytokines de &laé34 résidus), mais présente néanmoins
47% d’homologie avec le récepteur du LIF (LIF-R)pbssede également un site de fixation
de la protéine Janus kinase (JAK) appelé boitenfligué dans I'activation du récepteur et
I'initiation des voies de transduction du signal.

En établissant une carte de la région génétiqugete cloné, Tartagliet al (1995)
ont mis en évidence une localisation proche dudodu génediabetes codant pour le
récepteur de la leptine. Cependant chez les sdidb, la fixation de la leptine au niveau du
plexus choroide est identique a celle des soung@es. Et surtout, aucune mutation dans la
séquence de ce récepteur isolé et cloné par Tartaigl été retrouvée chez les soutimdb.

De ces observations émergea I'hypothese de I'exdstele plusieurs isoformes de ObR. Au
moins six isoformes sont dénombrées a I'heure Heteé sont nommées de ObRa a ObRf.
Elles sont générées par épissage alternatif ar pdutiméme ARNm pré-messager. Le

récepteur cloné par Tartagkhal. correspond a une isoforme courte de ObR, ObRa.
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[11.2. Les différentes isoformes du récepteur de ldeptine.

Le récepteur de la leptine appartient a la fandiéle récepteurs de cytokines de classe |
contenant notamment les récepteurs aux interlesknes, 4, 6, 7, au G-CSF, a la GH, a la
prolactine et I'érythropoiétine (Bazan JF 1989).demediabetes codant pour ObR possede
dix-sept exons communs a toutes les isoformes wediqulrs exons alternatifs. Toutes les
isoformes d’ObR générées par épissage alternatdgent le méme domaine extracellulaire
amino-terminal de 816aa possédant le site de tiaikoligand, un domaine fibronectine de
type Il , un pont disulfure indispensable a l'irstetion avec la leptine ainsi que le motif
Trp-Ser-X-Trp-Ser caractéristique de la famille de récepteur de dgtxk de classe |
(Kishimoto Tet al. 1994; Ahima RS et Flier JS 2000).

Les isoformes different au niveau des domaines bnamaire ou intracellulaire
carboxy-terminal et sont classées en trois catégatistinctes : I'isoforme longue ou ObRb,
les isoformes courtes ou ObRs (a, c, d, f) posgéda domaine intracellulaire réduit et
l'isoforme circulante ou ObRe ne possédant ni damamembranaire ni domaine

intracellulaire (Figure 7).

Ob-Ra Ob-Rb Ob-Re Ob-Rd Ob-Re Ob-Rf
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Fig 7: Les différentes isoformes du récepteur de la lejote.

Toutes les isoformes de ObR possedent un domaine ditl@ice commun. Le domaine intracellulaire
permet de différencier les isoformes courtes ObRg,(al, f) et I'isoforme longue ObRb. L'absence de
domaine transmembranaire est caractéristique dédiise circulante ObRe. D’aprés Ahima RSal, 2000.

32



Introduction bibliographique : La leptinessin récepteur.

[11.2.a L’isoforme longue ObRD.

A partir des données obtenues lors du clonage llRaQI'équipe de Tepper en
collaboration avec Morgenstern, a pu isoler uneeagbforme de ObR chez 'homme et chez
la souris (Chen Ht al. 1996). Le domaine intracellulaire carboxy-termidalcette isoforme
est composé de 302 résidus : c’est I'isoforme lengu ObRb. Elle correspond au produit du
genediabetes. La mutation de ObRb retrouvée chez les sailvidb (Chen Het al. 1996; Lee
G-H et al. 1996) et le rat Zucker (Phillips M& al. 1996) conduit a I'obésité, suggérant le
réle prépondérant de ObRb dans I'établissementvdess de signalisation induites par la
leptine. Les sourigdb/db sont d’ailleurs caractérisées par une déficieneelad voie de
signalisation « Signal Transducer and ActivatorToanscription » (STAT) induite par la
leptine (Ghilardi Net al. 1996). Pour ces raisons, ObRb peut étre considéoéeme
I'isoforme la plus importante du récepteur de [atilee. De plus, les sourdb/db possédent le
méme phénotype que les soudis”/db* (mutation pour toutes les isoformes de ObR) et
ob/ob (Bates SH et Myers JMG 2003).

[11.2.b. Les isoformes courtes.

ObRa: cette isoforme est exprimée dans la trés granderité des tissus étudiés.
Cependant, sa fonction précise est a I'heure detumlal définie et son importance
probablement sous-estimée. En effet, malgré un or@matracellulaire court, ObRa possede
la capacité d’activer certaines voies de signatieagn réponse a la leptine (voir le paragraphe
IV de ce chapitre). ObRa est également impliquées datransport actif de la leptine du sang
vers le cerveau. Cette isoforme est fortement e¥g®i au niveau des micro-vaisseaux
cérébraux et du plexus choroide, structures qustdaent respectivement la barriere hémato-
encéphalique et la barriere hémato-fluide cérélimasp (Bjorbaek Cet al. 1998b). Le
passage de la barriere hémato-encéphalique est oz les souris ObRa « knock-out »
(KO). In vitro, ObRa posséde la capacité de transporter la éeptintravers des cellules de
rein (Madin-Darby Canine Kidngyar transcytose (Hileman Séflal. 2000).

ObRc, ObRd, ObRf: ces trois isoformes courtes sont moins expringgesObRa et
le sont uniguement dans certains tissus. De pargrairement a ObRa, leurs séquences sont
faiblement conservées entre les especes (Ahima RigeJS 2000) suggérant un réle moins
important de ces isoformes dans la physiologieadieptine. Leurs fonctions sont a I'heure
actuelle trés mal définies. ObRc est exprimée tmicro-vaisseaux cérébraux et le plexus
choroide suggérant comme pour ObRa une fonctiamadeporteur de leptine (Hileman SM
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et al. 2002). ObRd et ObRf sont tres faiblement exprinhss les tissus et ne semblent pas

jouer de réle majeur dans la biologie de la leptine

[11.2.c. L’isoforme circulante ObRe.

ObRe ne posséde ni le domaine transmembranaile d¢omaine intracellulaire de
ODbR. Ce récepteur circulant correspond a la pretéie liaison (ou « binding protein »)
soluble de la leptine (Li @t al. 1998). Comme les autres « binding protein », lacpale
fonction de ObRe est de stabiliser la leptine p&tgme, de réguler la proportion de leptine
libre dans le plasma et donc son action biologique.

L’ARNmM codant pour ObRe est présent chez la soetile rat mais aucun ARNm
correspondant n'a été découvert chez 'homme aoesla protéine ObRe est bien présente
dans le plasma (Chua JS€ al. 1997). ObRe humain n’est donc pas le produit d’'une
transcription génique classique. Les isoformes O&RabRb peuvent étre clivées au niveau
de leur domaine extracellulaire et former ainsi @4&e Het al. 2002). Ce processus de
clivage pourrait jouer un role prépondérant dansdetrole des effets physiologiques de la
leptine. En effet, des études menées chez 'hommhenontré que I'obésité est associée a une
baisse de ObRe circulant dans le plasma, tandisnquperte de poids est associée a son
augmentation (Van Dielen FMHdt al. 2002). A linverse, d’autres études n’ont montré
aucune différence dans la concentration plasmatdpi€ObRe chez les patients obéses ;
cependant ceux-ci présentent environ 75% de OliRedila leptine, contre seulement 33%
chez les sujets sains. Dans tous les cas, la néafteila leptine circule sous forme libre chez
les individus obeses (Wud al. 2002).

[11.3. Expression tissulaire du récepteur de la lepne.

ObRa est I'isoforme la plus exprimée au niveaupbérique, en terme de quantité et
de localisation, tandis que ObRb est plus expriméeniveau central. A I'heure actuelle,
ObRa semble exprimée dans I'ensemble des tissughpégues étudiés (hypophyse, foie,
muscle squelettique et lisse, cceur, reins, pancoSsagpoumons, intestin, testicules, ovaire,
rate, glande meédullosurrénale, tissus adipeux) é&agd une grande diversité dans les
fonctions de la leptine et dans les processus gimles qu’elle régule.

Initialement, I'expression de ObRb n’avait été mnée qu'au niveau central.
Cependant, quelques études montrent la présenc®biRb au niveau de la glande
médullosurrénale, du rein, du poumon, du musctiidbie (Hoggard Net al. 1997; Tsuchiya
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T et al. 1999; Kim Y-Bet al. 2000). En 1999, I'équipe de RJ Smeyne montre doRbCest
exprimée dans de nombreux tissus périphériques anars tres faible niveau (CheneBal.
1999). L'équipe de Cinti montre méme que la magodes tissus peériphériques expriment
ObRa et ObRb dans les mémes types cellulaires (Biteld Ret al. 1998). ObRb semble
également exprimée au niveau hypophysaire bien cptee donnée reste soumise a
discussion ; nous aborderons ce sujet dans |laepantisacrée a la relation entre GH et leptine
(voir Chapitre 4 1V.2.b).

- Les différentes isoformes du récepteur de la leipte -

- Le récepteur de la leptine ObR appartient a la fenille des récepteurs de cytokines d
classe I.

(4%

- Il existe 6 isoformes du récepteur de la leptingui sont répertoriées en isoforme longue
(ObRb), isoformes courtes (ObRa principalement) eisoforme circulante (ObRe).

1%

- ObRb est principalement exprimée au niveau du sy&sme nerveux central mais semble
également présente dans certains tissus périphérigs. Elle est considérée commje
I'isoforme la plus importante pour I'action biologique de la leptine.

- ObRa est lisoforme la plus exprimée en terme dguantité et de localisation. Elle est
exprimée au niveau central et dans la tres grande ajorité des tissus périphériques. S
ObRa joue un role prépondérant dans le passage da leptine a travers la barriere
hémato-encéphalique, 'ensemble de ses fonctions psur I'instant mal défini.

- ObRe correspond a la « binding protein » de la f@ine. Elle permet de stabiliser la
leptine dans le compartiment sanguin, de réguler laroportion de leptine libre dans le
plasma et donc son action biologique. ObRe est prode directement par
transcription/traduction (chez les rongeurs) ou indrectement par clivage des isoforme
ObRa et ObRb (chez les rongeurs et 'hnomme).

UJ

V. Les voies de signalisation activées par le réoeur de la

leptine.

Bien gu’initialement ObRb était considérée commedule isoforme capable d’activer
les voies de signalisation induites par la lepties études ont montré que les isoformes

courtes ObRs peuvent également participer a ldatigu de ces voies.
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IV.1. La dimérisation du récepteur.

En absence de leptine, ObRb et ObRs sont présantasveau de la membrane
plasmique sous la forme de monomeres ou d’homoesnéra leptine interagit avec ObR
selon une stoechiométrie de 1:1, conduisant a fdedtion de complexes tétramériques
récepteur-ligand (Devos & al. 1997). En absence de leptine, il n’existe pastdhoéimeres
ObRb / ObRs. Ceux-ci deviennent cependant détestad présence de leptine, mais leur
participation a I'activation des voies de signdlmade la leptine reste a démontrer (White D
et Tartaglia L 1999).

ODbR appartenant a la famille des récepteurs dikings, il ne posséde pas d’activité
enzymatique (kinase) intrinséque. L'activation ctétgp de ObR ne peut donc avoir lieu que
par l'intermédiaire de protéines a activité tyreskinase, les JAK. La formation du complexe
tétrameérique ObR-Ob induit un changement confolwnael permettant I'activation des JAK
qui activent en retour ObR (lhle JN et Kerr IM 1995

IV.2. Les Janus Kinases (JAK).
La famille JAK comprend quatre membres (JAKL1, 2,e88 TYK2) qui sont

constitutivement associés aux récepteurs de cyekiia les séquences conservées Boxl
(présente dans ObRs et ObRb) et Box2 (présentaiemient dans ObRb) (Behrmanet lal.
2004). ObR n’interagit gu'avec JAK2 (Ghilardi N $oda RC 1997) bien que JAK1 semble
également avoir un rélen vitro dans I'activation des voies de signalisation ddefaine
(Bjorbaek Cet al. 1997).

La Boxl et les acides aminés 31-36 localisés eal #présents dans ObRb
uniquement) sont suffisants pour l'activation deK2Apar la leptine (Kloek &t al. 2002).
Cependant d’autres résultats montrent que si kdug 31-36 permettent une activation de
JAK2 maximale, ils ne sont pas indispensables. iAIAK2 peut étre activée a la fois par
ODbRDb et ObRs, du moins vitro (Bjorbaek Cet al. 1997; Murakami Tet al. 1997).

Une fois activée, JAK2 phosphoryle le domaineaicgtiulaire du récepteur au niveau
de plusieurs résidus Tyrosine, notammefft,YY'°”" et Y***8 Chaque tyrosine phosphorylée
permet le recrutement de protéines adaptatricesifgpes possédant un domaine « Src
Homology 2 » (SH2) et ainsi l'initiation des difégrtes voies de signalisation. La spécificité
du recrutement de ces protéines adaptatrices cfeffggrace aux acides aminés environnants
ces tyrosines phosphorylées (Zhowt&l. 1993). La protéine JAK2 active peut également

recruter directement certaines protéines adaptatriElle joue donc un role central dans la
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signalisation de la leptine, en régulant directenmnvia le récepteur activé les différentes

voies de transduction du signal.

IV.3. La voie STAT.

La famille des protéines STAT comprend sept memif@d a 95 kDa). Ce sont des
facteurs de transcription activés par I'ensembke cgokines (Levy DE et Darnell JE 2002).
Les STAT sont recrutéegia leur domaine SH2 par ObRb uniquement, au nivea de
tyrosines phosphorylées ¥’ et Y**8 et sont activées par la phosphorylation de Iptmpres
résidus tyrosines (Baumanndtal. 1996). Les STAT s’assemblent ensuite en homodisnere
et effectuent une translocation nucléaire. Ell@sdent alors la transcription de nombreux
genes-cibles impliqués dans le contrble de prosedsologiques variés tels que le
développement, la prolifération, 'apoptose et létabolisme (Figure 8). C’est aussi par
I'intermédiaire des STAT que les cytokines indutdenrs fonctions plus spécifiques.

Parmi les membres de la famille STAT, plusieurssgdent la capacité d’étre recruté
par ObRb. La sélection s’effectue en fonction dssus et des conditions physiologiques,
grace notamment aux séquences peptidiques avdis¥f8ff et Y% In vitro, dans les
cellules COS co-transfectées avec des construclidiéc codant pour l'isoforme ObRb de
souris et les différentes protéines STAT, seuleATSI STATS5 et STAT6 sont activées en
réponse a la leptine (Ghilardi & al. 1996). Cependant, d’autres études ont montréesaque
leptine pouvait activer également STAT1jretivo ObRb ne semble pas activer STAT6.

Chez I'hnomme et les rongeurs, l'injection de leptinduit I'activation de STAT3 dans
les principaux tissus impliqués dans le contréldadbalance énergétique : le tissu adipeux
(Bendinelli Pet al. 2000), le muscle et le foie (Kim Y-& al. 2000), les ilots de Langerhans
(Morton NM et al. 1999) et I'hypothalamus (Vaisse &€ al. 1996). STAT1 est également
activée par la leptinen vivo, principalement au niveau du tissu adipeux (Beglti® et al.
2000), ainsi que STAT5 au niveau de lintestin (MarNM et al. 1998). STATS peut étre
recrutée par ¥’ ou Y**® tandis que STAT3 et STAT1 ne sont recrutées queYpa®

Néanmoins, STAT1 et STAT5 ne sont pas activées|pdeptine au niveau de
I’hypothalamus (McCowen K@t al. 1998). Les souris exprimant le récepteur ObRb muté
pour la tyrosine 1138 (souris ObRE®9), caractérisé par une incapacité a recruter STAT3,
présentent une augmentation de la prise alimengair& qu’'une diminution de la dépense
énergétique induisant une obésité précoce (BatestS# 2003). Ces données montrent

'importance de l'activation de la protéine STAT8ns la médiation des effets de la leptine. I
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est intéressant de noter que les souris Y1138Sgréndeur obésité, ne présentent pas
d’altération de leur pouvoir de reproduction (Baf4$et al. 2003) contrairement aux souris
ObRb KO, ce qui rend compte de I'importance degwvale transduction du signal autres que
STAT.

membrane plasmique

noyaux

développement

prolifération / apoptose
métabolisme

actions spécifiques de Ob

Fig 8: La voie de signalisation STAT.

La liaison de la leptine sur son récepteur entrBéreéivation de JAK2, qui induit alors I'activatiocompléete
de ObRb en phosphorylant ses résidus tyrosines 985, &é077138. Y77 permet le recrutement gt
I'activation de STAT5 et Y38 le recrutement et I'activation de STAT1, STAT3 &AJ5. Les protéines
STAT activées s’homodimérisent et subissent une traastocnucléaire ou elles stimulent la transcription
de leurs genes-cibles.

IV.4. La voie des MAPK.

La voie MAPK (« Mitogen-Activated Protein Kinasg jpue un réle prépondérant
dans I'homéostasie énergétique de la cellule. itaule la production d’énergie en agissant
par exemple sur le transport du glucose et I'oxgdatdes acides gras, et freine la
consommation énergétigue en inhibant la lipogené&segluconéogenese et la synthese
protéigue.

La famille des protéines MAPK comprend a I'heuruelle douze membres qui
forment une véritable cascade de signalisatiorvéetentre autres par les cytokines. Cette
cascade est activée par la leptin@ ObRb et plus faiblementia ObRs (Bjorbaek Gt al.
1997). En effet, la cascade Ras/Raf/.../MEK/ERK («dgen-activated Kinase » /

38



Introduction bibliographique : La leptinessin récepteur.

« Extracellular signal Regulated Kinase ») peut &timulée par l'intermédiaire du domaine
intracellulaire phosphorylé de ObRb ou indépendantnde celui-ci par JAK2. Cependant
dans les 2 cas, l'activation de la protéine « SH#na@n-containing protein tyrosine
Phosphatase » (SHP-2) est indispensable pour unatamn maximale de cette voie de
signalisation (Bjorbaek @t al. 2001). SHP-2 est recrutée par ObRb au niveau sidué

tyrosine Y®° (Li C et Friedman JM 1999) ou par JAK2 de facorectie ou indirecte. SHP-2
permet alors le recrutement de la protéine adaggatr Growth factor Receptor Binding
protein » (Grb-2) (Banks A& al. 2000). Grb-2 active ensuite la protéine membranaiBon

Of Sevenless » (SOS), qui phosphoryle & son toer autre protéine membranaire Ras,

déclencheur de la cascade des MAPK (Figure 9).

membrane plasmique

 facteurs de
transcription

phénomeénes de stress
cellulaire

homéostasie énergétique
prolifération
différenciation

Fig 9: La voie de signalisation des MAPK.

La voie des MAPK peut étre activéevitro par ObRs et ObRb. Le recrutement et I'activatiorsé-2 par
ObRb ou JAK2 permet l'activation de Grb-2 qui a souartactive SOS. SOS active alors la cascade [des
MAPK composée des protéines RAS, RAF, ..., MERK-1/ERK-1/2. ERK-1/2 une fois activée subit une
translocation nucléaire ou elle agit sur ses génesscibkevoie IRS/PI3K peut également activer la \d@e
MAPK par I'intermédiaire de la protéine PKC.

L'ensemble des protéines impliguées dans cetteadasest encore mal défini. Les

protéines situées en bout de cascade sont MEKtHRK-1/2. L’activation de ERK-1/2 par
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les MEK-1/2 induit sa translocation nucléaire (HotgAM et Stork PJS 2003) ou en
coopération avec des facteurs de transcriptios, réljule I'expression de génes-cibles tels
gue c-fos et egr-1 impliqués dans les processus de proliférationeeditférenciation (Figure
9).

In vitro le recrutement et l'activation de la protéine SHiduit une inhibition de
I'activation de STAT3 (Bates SH et Myers JMG 2003gtte interaction, si elle était avérée
vivo, représenterait la possibilité d’'une activatiofffédentielle des voies de signalisation
induites par la leptine. Dans les cellules monogaioks humaines, de muscle L6 et de muscle
lisse des vaisseaux sanguins, la leptine peut eédiactivité de la MAPK p38 qui est
impliguée notamment dans les phénomeénes de stuasslén Brink GRet al. 2000; Sweeney
G et al. 2001; Shin H-X t al. 2005). La leptine peut également activer la pnatae stress
cellulaire « c-Jun N-terminal kinase » (JNK) (Bawmie Aet al. 1999).

IV.5. La voie IRS/PI3K.

IV.5.a. La relation entre leptine et insuline.

La voie IRS/PI3K (« Insulin Receptor Substratdhdsphoinositide 3-kinase ») est la
voie principale par laquelle l'insuline induit seets. Le récepteur de la leptine activé peut
également recruter certains acteurs de cette ebié, existe une interconnection entre les
voies de signalisation de ces 2 hormones, quiisguitquées entre autres dans le contrdle de
la prise alimentaire (Niswender KD et Schwartz M@02). Cependant, selon les tissus ou les
conditions expérimentales, la leptine et l'insulipeuvent agir en synergie ou de facon
opposée sur la voie IRS/PI3K (Szanto | et Kahn @RO2 Carvalheira JB@t al. 2001,
Benomar Yet al. 2005; Hennige AMet al. 2006).

IV.5.b. L'activation des IRS et de la PI3K.

La premiére évidence du réle de la voie de sigatibn IRS/PI3K dans l'action de la
leptine provient des souris IRS-2 KO (IR$)2qui présentent une augmentation de la prise
alimentaire associée a une baisse de leurs dépemsagetiques (Withers fal. 1998). Les
souris KO pour les autres membres de la famillelld&s notamment IRS-1, ne présentent pas
un tel phénotype, suggérant le réle prépondératiR8e2 dans I'action de la leptine (Araki E
et al. 1994).

L’activation des protéines IRS est la premier@étde la voie IRS/PI3K. Dans le cas

de la leptine, ObRs et ObRb peuvent activevitro IRS-1 et IRS-2, probablement par leur
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interaction directe avec JAK2 (BjorbaekeCal. 1997; Szanto | et Kahn CR 2000). Cependant
la leptine peut également activer la voie IRS/PkHfs agivia JAK2 et méme activer la
PI3K sans recruter les protéines IRS par un mécenencore inconnu (Berti & al. 1997)

(Figure 10).

membrane plasmique

survie cellulaire prolifération
métabolisme apoptose

Fig 10: La voie de signalisation IRS/PI3K.

Invitro, la voie IRS/PI3K peut étre activée en réponseladtine par les isoformes ObRs et ObRb. IRS1/2
est activé par I'intermédiaire de JAK2 ou par urr@uhécanisme inconnu, et active en réponse PI3K| Le
cibles moléculaires de PI3K sont principalementdasaux potassiques, la protéine PDE3B impliqués da
le contréle de la production d’AMPc et les inostghosphates conduisant a la formation de PIP3. PIP3
active par l'intermédiaire de PDK1 les protéinest & PKC impliquées dans de nombreux procegsus
comme la prolifération, I'apoptose et le métabotsrallulaire.

Les protéines IRS-1/2 activées interagissent évesous-unité régulatrice p85 de la
PI3K, ce qui provoque l'augmentation de l'activiié la sous-unité catalytique p110 de la
PIBK (Sun XJet al. 1995). La PI3K activée phosphoryle les « inosipblosphates »
localisés au niveau de la membrane plasmatique pouyoroduire
« Phosphoinositol(3,4,5)Phosphate 3 » (PIP3). PIg&t alors de substrat a la

« Phosphoinositide-Dependent Kinase 1 » (PDK1) agtive a son tour la famille des
« protein kinase C» (PKC) et Akt (Protein Kinas@, Bleux protéines clés pour les

événements en aval (Figure 10).
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IV.5.c. Les protéines Akt et PKC.

Akt joue un rble prépondérant dans de nombreuxgssus comme la survie et le
métabolisme cellulaires (Chan TéDal. 1999). Akt est activée par de nombreux facteurs de
croissance. Néanmoins, la leptine n’a qu’un impaicteur sur son activation (Kim Y-& al.
2000; Zhao AZet al. 2000). De plus la leptine ne semble pas influefiaetivation de Akt
par l'insuline.

La famille des protéines PKC compte douze isofermiejoue un rble prépondérant
dans la prolifération cellulaire et I'apoptose (Dmsmy ECet al. 2000). Elle permet également
de faire le lien entre les voies IRS/PI3K et MARKctivation de la protéine Ras nécessitant
une PKC active. Différentes études ont montré gqukeptine possede, selon les conditions
physiologiques, un effet inhibiteur ou stimulatesur I'activation des différentes isoformes
de PKC (Chen NGt al. 1997; Ookuma Met al. 1998). Le role de PKC dans la transduction

du signal induite par la leptine est encore mahdéf

IV.5.d. La voie IRS/PI3K au niveau central.

Au niveau des neurones hypothalamiques, la voi8/RRBK régule les canaux
potassiques ATP dépendants (K+/ATP), impligués daxgitation des cellules nerveuses
(Figure 10). De plus, au niveau central, la leptaggt également sur le métabolisme de
'AMPc en activantyia PI3K, la « Phosphodiesterase 3B » (PDE3B) (ZhacetAal. 1998)
(Figure 10). Ainsi la voie IRS/PI3K patrticipe arksgulation de I'expression et de la sécrétion
des neuropeptides hypothalamiques impliqués daroméréle de la balance énergétique
comme le «neuropeptide Y » (NPY) (Zhao AX al. 2002). La voie IRS/PI3K est
indispensable pour médier les effets anorexigémetadeptine et de linsuline au niveau
central (Spanswick [et al. 1997; Sweeney G 2002; Niswender al. 2003).

L’étude de la voie de transduction IRS/PI3K actipée la leptine est toujours d’actualité. En
effet, la relation entre cette voie et le phénom@meésistance a la leptine n’a pas encore éte
établie. De méme, le role de PI3K dans la médialemeffets biologiques de la leptine autres

gue la régulation de la balance énergétique restere a déterminer.

IV.6. Les régulateurs négatifs des voies de signsdition.
IV.6.a. SOCS-3.
Les protéines SOCS (« Suppressor Of Cytokine 8igna) sont les acteurs d’'une

boucle de rétrocontrdle négatif induite par de naubes cytokines. La transcription des

42



Introduction bibliographique : La leptinessin récepteur.

genes codant pour les protéines SOCS est activedepaprotéines STAT. Une fois
synthétisées, les SOCS inhibent en retour les ipeéSTAT, JAK et par conséquent les
voies MAPK et IRS/PI3K, bien que leur réle danshibition de cette derniere soit encore
mal défini (Figure 11).

In vitro, la leptinevia ObRb induit I'expression de SOCS-3 environ 1 &arbs apres
stimulation; les niveaux de SOCS-3 sont maximumedrés apres stimulation et restent
élevés pendant 24 heures. SOCS-3 se fixe sur dglaslsites du domaine intracellulaire de
ODbRDb, conduisant a une baisse de I'activation dAT3T(20% de baisse 4 heures aprés
stimulation puis 30-40% de 8 a 24 heures), de J&®6 de 2 & 4 heures apres stimulation,
puis 30% de 8 a 24 heures apres stimulation), d€ BB% de 2 a 4 heures aprées stimulation,
puis 80-90% de 8 a 24 heures) (DunneBal. 2005).

In vivo, I'injection de leptine au niveau central, et ppegticulierement au niveau du
noyau arqué, entraine I'expression hypothalamiqeeS@CS-3. L'expression de SOCS-3
dans ces neurones est modulée par le jeline eiskagimentaire (Baskin D@t al. 2000).
Une augmentation de I'expression de SOCS-3 au nivsgothalamique est associée au
phénomeéne de résistance a la leptine caractégstigu’obésité (Bjorbaek & al. 1999). De
plus, chez le rat, une déficience en SOCS-3 corduiite plus grande sensibilité a la leptine et
a une reésistance a l'obésité induite par l'alimigoia (« Diet-Induced Obesity » (DIO))
(Howard JKet al. 2004).

IV.6.b. PTP1B.

Comme SOCS-3, PTP1B (« Protein Tyrosine Phosphal®s») est un régulateur
négatif de la signalisation induite par la leptineyvitro etin vivo, aussi bien au niveau
central que périphérique (KaszubskaetVal. 2002; Zabolotny JMet al. 2002). Sa cible
principale est JAK2 dont elle inhibe l'activatioRTP1B agit également négativement sur la
voie de signalisation de l'insuline, probablementighibant les IRS (Figure 11). C’est un
élément clé des interactions entre les voies debgation de l'insuline et de la leptine. Les
souris PTP1B KO sont caractérisées par une sdtésihicrue a I'insuline et a la leptine, ainsi
que par une résistance a I'obésité (Elcheblgt lsl. 1999).
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Fig 11: Les régulateurs négatifs de la signalisation indte par la leptine.

La synthése de SOCS-3 est activée par les STAT. Si@Bibe la signalisation induite par la leptine |en
agissant au niveau de JAK, STAT et ObRb. PTP1B esthihiteur de JAK2 et des IRS; c’est un élément
majeur du « cross-talk » entre les voies de signalisatiduites par la leptine et I'insuline.

IV.7. Autres voies de signalisation induites par ldeptine.

La leptine peut activer la « 5’-AMP-Activated Reot Kinase » (AMPK), une enzyme
clé dans le contréle du métabolisme cellulaire sfjumule nottament I'oxydation des acides
gras et I'entrée de glucose dans la cellule (Misbkd et al. 2002; Hardie DGat al. 2003;
Unger RH 2003). L'AMPK joue également un réle imjaot dans le contréle de la prise
alimentaire au niveau hypothalamique (Minokoshetél. 2004).

D’autre part, la leptine participe également ardgulation du systeme de I'oxide
nitrique (NO) en augmentant sa production et sarditton, en particulier au niveau des
cellules endothéliales (Kimura & al. 2000). Par ce mécanisme, la leptine pourrait @per
au contréle de la pression artérielle bien quetHité de ce phénomenme vivo soit encore
discutée.
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- Les voies de signalisation induites par la leptan-

- En absence de leptine, ObRb et ObRs sont présendal niveau de la membrane
plasmique sous la forme de monomeres ou d’homodimes. La fixation de la leptine sur
ObR (complexe tétramérique 2(ObR-Ob)) entraine I'ativation de la protéine JAK2 qui

est constitutivement associée a ObR. JAK2 active eatour ObR en le phosphorylant au
niveau de plusieurs résidus tyrosines.

- ObRb est la seule isoforme permettant I'activatio de la voie STAT. La leptine, induit
via ObRb I'activation de la protéine STAT3 principalement, par laquelle elle engendre
la majorité de ses effets sur la balance énergétigu

- La voie MAPK est activée par ObRb et plus faiblerant par ObRs en réponse a la
leptine, ceci par l'intermédiaire du domaine intracllulaire du récepteur ouvia JAK2.
Cette voie de signalisation, impliguée dans I'hométasie énergétique cellulaire, stimule
la production et freine la consommation d’énergieElle est également impliquée dans les
processus de prolifération et de différenciation, iasi que dans les phénoménes de stress
cellulaire.

- ObRb et ObRs activent la voie IRS/PI3K en réponse la leptine. Cette voie de
signalisation est primordiale dans la médiation degffets anorexigenes de la leptine au
niveau central. Elle est également impliquée dansd processus de prolifération et
d’apoptose, ainsi que dans la régulation du métabisine cellulaire.

- La leptine active également la voie de signalisah AMPK impliquée notamment dans
le métabolisme cellulaire. La leptine participe égament a la régulation du systeme dg
I'oxide nitrique (NO).

D

=]

- Les protéines SOCS-3 et PTP1B sont des régulateurggatifs des voies de signalisatio
induites par la leptine. Les protéines SOCS sont prmées suite a I'activation de la voie
STAT et inhibent en réponse l'activation des protéies STAT et JAK et ainsi inhiber
également les voies de signalisation MAPK et PI3KLa protéine PTP1B inhibe les
protéines JAK2 et IRS.
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CHAPITRE 2: Internalisation de la leptine et de so

récepteur.

L'action d’'une hormone sur ses tissus-cibles egpeddante du nombre de ses
récepteurs localisés a la surface cellulaire (faufiemment dans le cas des récepteurs
nucléaires, que nous excluerons de ce chapitrepoBwre est le résultat d’'une balance fine
entre synthese, adressage membranaire, recyclagel@tytose des récepteurs. L'endocytose
est le mécanisme moléculaire de formation de vésicau niveau de la membrane plasmique
permettant I'internalisation des récepteurs.

Les réles du processus d’internalisation sont égaril'apport de nutriments a
I'intérieur de la cellule, la régulation du nomlate protéines membranaires et la régulation de
la signalisation induite par les hormones et auligends extracellulaires. Les récepteurs
hormonaux peuvent étre internalisga différentes voies d’endocytose dont les principale

sont la voie dépendante de la clathrine et la gdegecavéoles (Figure 12).

Clathrin-mediated
endocytosis
ﬁ@ﬂ?} Caveolin-
o ol mediated
o0 _%bendocytusis
Early sorting '/ @,;':"
endosome /
Caveosome
?
; haS
é“::lamnn—and
caveolin-
independent
endocytosis
Qu® Dynamin Caveolin » Clathrin ¢ AP-2
Fig 12: Les différentes voies d’endocytose.
Ce schéma représente les voies d’endocytose d'un RGHNE il reste valable pour les autres types| de
récepteurs. Les deux voies principales d’endocytoseréapteurs sont la voies des cavéoles et la poie
dépendante de la clathrine. Il existe également autee voie d’endocytose, dépendante ou non de la
dynamine, dont la mécanistique est encore mal @&éditheure actuelle. D’aprés GaborileZal., 2004.

Dans ce chapitre nous nous consacrerons a |'@éedénternalisation des récepteurs
hormonaux membranairesja ces deux voies d’endocytose, en nous focalisantlesu

récepteur de la leptine. Apres avoir décrit la métaue du processus d’endocytose, nous
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nous intéresserons plus particulierement a laioelantre I'internalisation du récepteur et

I'activation des voies de transduction du signaissacentes.

l. Internalisation par la voie dépendante de la clthrine.

La voie d’endocytose dépendante de la clathrinecassidérée comme le principal
processus d’internalisation des récepteurs hormomambranaires. Il existe différents types
d’internalisation par cette voie : I'endocytose q@msatoire (dans le cas des synapses),
I'endocytose induite par le ligand et 'endocytasmnstitutive (internalisation du récepteur
indépendamment de son ligand). Néanmoins, danslésusas, le mécanisme d’endocytose
est identique et nécessite la méme machinerieiquaté

I.1. Les composants des vésicules a clathrine.

La clathrine est I'un des constituants principdes puits recouverts de clathrine (CCP
pour « clathrin-coated pits »), structures membrasaspécialisées ou sont généralement
concentrés les récepteurs hormonaux membranaiess.ACP sont également composés
d’autres protéines comme le complexe AP-2 et laathine. L'ensemble de ces acteurs
protéigues va permettre I'invagination de la membralasmique au niveau des CCP et la

formation d’'une vésicule a clathrine (CCV pour atbtin-coated vesicles »).

[.1.a. La clathrine.

La clathrine a été caractérisée a la fin des anii@e(Pearse BMF 1976). C’est une
protéine de grande taille, constituée de trois rd®ilourdes (180 kDa) associées par leur
domaine carboxy-terminal et de trois chaines |é&g&6-40 kDa) reliées aux chaines lourdes
(Figure 13). Les molécules de clathrine s’assenmbdertre elles en une structure appelée
triskele (ou triskelion) sous forme de polygoneseasbables en microscopie électronique
(Kirchhausen T 2000) (Figure 13). Cet assemblagtcpler forme un véritable squelette
autour des CPP et CCV, permettant la déstructurddicale de la membrane plasmique et la
formation des vésicules. En plus de ce role d’enlnddge, la clathrine participe également a
I'organisation au niveau de la membrane plasmicee alitres protéines impliquées dans le
processus d’internalisation, ceci par l'intermédiale la Boite Clathrine localisée au niveau

du domaine amino-terminal des chaines lourdes.
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Fig 13: Structure des vésicules a clathrine (CCV).

A. Représentation schématique de la clathrine avechigimas légéres, lourdes et la Boite clathrBie
Organisation en triskéles des molécules de clath@n@bservation en microscopie électronique des QCV
au niveau de la membrane plasmique. D'aprés Kirchhaus2®00 et Brodin Let al., 2000.

[.1.b. Le complexe AP-2.

Le complexe AP-2 est composé de deux chainesdeyacet 32 adaptines, et de deux
chaines légeres associées en structure de « téidictey » (Kirchhausen T 1999). Les
complexes AP-2 sont des adaptateurs permettaiginle@htre les composants de la membrane
plasmique, les récepteurs et la clathrine. Cegjpred stimulent la formation des triskéles de
clathrine au niveau de la membrane plasmique @libnsle modele proposé, forment une
enveloppe autour de ces adaptateurs.

Les complexes AP-2 jouent un réle primordial denseconnaissance des récepteurs
et leur concentration au niveau des CCP, ainsidgms le processus d’internalisation (Figure
14 et 16). Il existe dans le domaine intracellglaites récepteurs hormonaux des motifs
consensus spécifiques d'internalisation. Deux geanclasses ont été décrites : les motifs
NPxY présents dans la famille du récepteur des lddlLles motifs Yx@ (P : résidu
hydrophobe). Les récepteurs possédant le motifd¥xxteragissent directement avec les
complexes AP-2. Les autres récepteurs interagisssest cette protéine via des protéines
intermédiaires comme Brarrestine dans le cas des RCPG, et Disabled-2-2pdans le cas

de la famille du récepteur des LDL (Figure 14).
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Fig 14: Structure du complexe AP-2.

Le complexe AP-2 est caractérisé par une structure« ¢ééte de Mickey ». Cet adaptateur interggit
directement avec le récepteur via son le motif péegie Yxx® ou indirectement via I$-arrestine. |l
interagit également avec de nombreuses protéinesianes! permettant entre autres de stabiliser
vésicules d’endocytose en formation.

es

I.1.c. Les dynamines.

Les dynamines sont des GTPases impliquées danfermaation des vésicules
d’endocytose et dans les phénoménes de fission raeaibe (Hinshaw JE 2000). Les
molécules de dynamine s’assemblent entre ellepiesiess au niveau du cou de la vésicule en
formation, agissant comme de véritables anneawodstriction (Figure 15). Elles permettent

la séparation entre la vésicule d’endocytose ensatel formation et la membrane plasmique.

Fig 15: Observation d’'une vésicule d’endocytose CCV dnrmation.

Les molécules de dynamine s'organisent en spiralesagi comme des anneaux de constriction et
permettant la formation des CVV. D’aprés Hinshawetal., 2000.

La famille des dynamines compte trois membres (Dyin lIl), mais seule la dynamine Il est
exprimée de facon ubiquitaire. Bien que les fomdidistinctes de ces trois protéines soient
encore mal appréciées, de nombreux résultats rmbrifue la dynamine | est impliquée dans
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le processus d'internalisation dépendant de lahGre. De plus, la surexpression par
transfection d’'un mutant de la dynamine | (Dyn K34traine une accumulation des CCP
au niveau de la membrane plasmique (Damlat #l. 1994). Nous avons utilisé ce mutant de
la dynamine | au cours de cette thése afin d’inhibeernalisation du récepteur de la leptine.

I.1.d. Les protéines auxiliaires.

Chronologiquement, la clathrine, le complexe ABt2a dynamine ont été décrits en
premier. Méme si leur importance dans le proced&rsdocytose est primordiale, d’autres
acteurs protéiques ont depuis été découverts. Celunteragissent avec les protéines
précédemment décrites, favorisant leurs interastiteur activation ou leur recrutement au
niveau de la membrane plasmique. Elles permettmiegent de connecter les CCP et CCV

aux différents éléments du cytosquelette et engodier aux microfilaments d’actine.

[.2. La formation des vésicules a clathrine et leudevenir.

L’endocytose des récepteurs se produit au niveasitds spécialisés de la membrane
plasmique, les radeaux lipidiques (« lipid raftscgractérisés par une composition lipidique
particuliere, interconnectés avec le cytosquebitetine et riches en protéines membranaires
(Gaidarov let al. 1999). Les récepteurs hormonaux sont internabks@artir de CCP pré-
existants (Scott MGHt al. 2002). Généralement, seule une partie du pooédepteurs est
localisée dans les CCP préformés ou en cours deafmm. L'assemblage du complexe

hormone/récepteur peut induire la concentratianrdeepteurs au niveau des CCP.

I.2.a. La formation des CCP et des CCV.

Le recrutement du complexe AP-2 au niveau de lmionane plasmique constitue la
premiere étape de la formation des CCP (Figurelllé@pend principalement des interactions
avec les phosphoinositides membranaires (Gaidaret Keen JH 1999) et les protéines
membranaires comme la synaptotagmine dans le easydapses (Zhang &al. 1994).

Les molécules de clathrine sont ensuite recriddasnembrane par I'intermédiaire du
complexe AP-2. L'organisation en triskeles permavagination de la membrane plasmique
et la formation des CCP (Figure 16). Cette assodiatructurale des molécules de clathrine

est dépendante de protéines auxiliaires régulasialzlité et la taille des CCP.
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La dynamine et les protéines auxiliaires assogédixent ensuite a la base des CCP,

provoguant une réaction de fission et permettaréimchement des CCP de la membrane

plasmique et la formation des CCV (Figure 16).

Assemblage du manteau Fission Démantélement

g, R T
GTP .
| I GDP+P; bt —,—f;‘;_i
\ i - i|| l|

o,
|

i
II

Pl

et P
’H. Complexe AP-2

/-< Triskéle de clathrine L./ Dvnamine

Figure 16: La formation des CCP et CCV.

Actine

Les protéines adaptatrices AP-2 sont adressées a lararamplasmique. Les triskéles de clathrine g
ensuite recrutées a la membrane plasmique par lintéam&ddu complexe AP-2, provoquant
déformation de la membrane plasmique et la formation @R. Ca dynamine et les protéines auxiliai
associées se fixent a la base des CCP et induisersslanfimembranaire conduisant a la formation
CCV. Les CCV sont ensuite démantelées et les vésicibemlatytose « libres » sont adressées
« sorting endosomes ». D’apres Kirchhausen, 2000.

ont
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es
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AUX

[.2.b. Devenir des CCV et des récepteurs internaks.

Les « sorting endosomes ».

Les CCV une fois séparées de la membrane plasmiguterapidement démantelées

(perte du manteau de clathrine, complexe AP-2, mhyma et protéines auxiliaires) (Fig

ure

16). Ces vesicules «libres » fusionnent alors ades compartiments membranaires

cytosoliques localisés en périphérie de la celllds, « sorting endosomes » également

appelés « early sorting endosomes » (Maxfield MeGraw T 2004) (Figure 17). Les

« sorting endosomes » recoivent des vésicules pamiede l'internalisation dépendante et

non-dépendante de la clathrine ; c’est le poinpagsage des récepteurs internalisés. Le pH

intraluminal de ce compartiment est acide (pH=&)vpguant la séparation du complexe

hormone/récepteur mais semble-t-il seulement etrep@oir paragraphe 1V.2 de ce chapitre).

Les récepteurs sont alors recyclés vers la membpia&mique ou dégradés dans les

lysosomes (Maxfield F et McGraw T 2004).
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Fig 17: Devenir des CCV et des récepteurs internalisés.

Les CCV fusionnent avec les « sorting endosomes ». Lepteias internalisés sont alors adressés|aux
« late endosomes » et dégradés dans les lysosomes, ousdress&ecycling endosomes » et recyclés yers
la membrane plasmique. Les récepteurs internalisésepegalement étre recyclés vers la membiane
plasmique directement a partir des « sorting endosonigapres Gaborilet al., 2004.

Le recyclage.

Le recyclage vers la membrane plasmique ne coaceas tous les récepteurs
internalisés. Au sein d'une méme famille de réaapteertains membres peuvent étre
recyclés et d’autres non. Il existe deux voiesadyclage, une dite « rapide » et une autre dite
« lente ». La voie rapide correspond a un recycldgs récepteurs directement a partir des
« sorting endosomes ». La voie lente correspond &ansfert des récepteurs des « sorting
endosomes » vers les «recycling endosomes » & padquels ils sont adressés a la
membrane plasmique. Les « recycling endosomes txdgssnstructures tubulaires localisées a
proximité du noyau et dont le pH interne est ma@ioisle que celui des « sorting endosomes »
(Gaborik Z et Hunyady L 2004). Un méme réceptewt geivre parallelement ces 2 voies de

recyclage.

La dégradation.
Les «sorting endosomes » sont caractérisés par stnucture tubulo-vésiculaire.
Durant leur maturation, ils perdent progressiventemts extensions tubulaires et le coeur des

« sorting endosomes » migre alors vers lintérigeiia cellule grace aux microtubules, tout
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en devenant de plus en plus acide. A ce stadesoits appelés endosomes tardifs (« late
endosomes ») ou « multivesicular body » (MVB). ltésepteurs destinés a la dégradation
sont accumulés dans le(s) MVB qui fusionne(nt) lpasuite avec les lysosomes) ils sont

alors hydrolysés par les enzymes lysosomales.

I.2.c. Le rOle des protéines Rab.

La famille des protéines Rab est composée d’'undgnambre de membres (11 chez la
levure et plus de 60 chez les mammiféres (GrossBharet al. 2006)). Ces protéines sont de
petites GTPases impliquées dans I'adressage des @& les échanges de vésicules entre
les différents types d’endosomes et dans les phénesnde fusion membranaire (Rosenfeld J
et al. 2002) (Figure 18). Ce sont également d’excellemdsqueurs cellulaires des endosomes
car ceux-ci sont caractérisés par une combinaisoticpliére de protéines Rab. L’utilisation
de mutants des protéines Rab dans les années &@né une avancée spectaculaire dans la

compréhension du processus d’internalisation.

@ 4
(. Rabs “Nows’ / Rab3at 4
/ Rab5 | ! / Rab8
| e Secretory /
/ p vesicles Rab3b
4 Rabd Rab11 / \ Rab8

( Rab5

Ravzz R/ Rab6
\ i / Rab9 ___7____7___-—!— GN = ano
Rab7 [ /== ) Rabs
."I P f./__--—’" /,/ ﬁ Rabd
4 l / Rab11_- Rab12

/ / Rab24

Rab? o Op — / P

Rab9 (€ q Rab11 7 Rab1h
Rab24 a - Rab2 |
LE-'W RE ER

L Nucleus

Fig 18: Les protéines Rab impliquées dans I'adressage dessicules d’endocytose et les échanges (de
vésicules entre les différents endosomes.

EE: early endosomes. RE: recycling endosomes. ERuhath endoplasmique. TGN: Trans Golgi Netwofk.
LE: late endosomes. MVB: Multivesicular body. L: lyeases. D’aprés Gaborit al., 2004.

Rab5 par exemple est localisée au niveau des GQkes CCV et joue un rdle
primordial dans l'adressage des CCV vers les «ngpendosomes » et dans la fusion qui
s’ensuit. Rab4 est caractéristique des veésiculegedelage issues directement des « sorting

endosomes », tandis que Rabl7 est un marqueur égsules de recyclage issues des
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« recycling endosomes ». Rab7 est caractéristiqggevtl/B et participe a leur fusion avec le

compartiment lysosomal (Figure 18).

- Formation et devenir des CCV (et des récepteursternalisés) -

- Les récepteurs hormonaux sont internalisés a partde structures membranaires
spécialisées, les puits recouverts de clathrine (B Les CCP sont principalement
composés d'oligoméres de clathrine, organisés ernstkeles permettant la déformation
de la membrane plasmique, et des complexes AP-2 pwttant entre autres la
stabilisation des triskéles de clathrine. Ces deuprotéines permettent également le
recrutement de protéines auxiliaires indispensableau processus d’endocytose.

- L’'invagination progressive des CCP conduit a ladrmation des vésicules a clathrine
(CCV) grace notamment a la dynamine, une GTPase iatagissant avec la base de la
vésicule en formation et permettant son détachemente la membrane plasmique en
participant au phénomeéne de fission membranaire.

- Une fois formées, les CCV perdent leur manteau ddathrine et fusionnent avec les
« sorting endosomes », un compartiment intracellulee localisé a proximité de la
membrane plasmique et caractérisé par un pH interneacide provoquant la
dissociation du complexe hormone/récepteur.

- Les récepteurs localisés au niveau des « sortirmdosomes » peuvent alors étr
recyclés vers la membrane plasmique ou dégradés. lrecyclage des récepteur
s'effectue directement a partir des « sorting endasnes » ouvia les « recycling
endosomes ». La dégradation des récepteurs est asée a la maturation des
« sorting endosomes » en « late endosomes » quiidngent par la suite avec leg
lysosomes.

®

1°2)

- Les protéines Rab, de petites GTPases impliquédans les phénoménes de fusign
membranaire, participent a I'adressage des CCV etux échanges de vésicules entre
les différents types d’endosomes. Ce sont des élénseclés des différentes étapes du
processus d’internalisation.

Il. Internalisation via la voie des cavéoles.

Les cavéoles sont de petites vésicules de 50 rnBde diamétre identifiees pour la
premiére fois en microscopie électronique dansueses 50 par I'équipe de Georges Palade
(Figure 19). Ces structures lipidiques localiséesnaeau de la membrane plasmique sont
particulierement riches en cholestérol et glycospdlipides. Elles sont retrouvées dans
I'ensemble des cellules de I'organisme, a I'exaapties lymphocytes et neuroblastes, et sont
particulierement nombreuses dans les cellules betiales.
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Fig 19: Les cavéoles observées par microscopie électromig
Les cellules observées sont des fibroblastes. D'&irasl PWet al., 1998.

Méme si I'existence des cavéoles est connue dgpussde 50 ans, leurs fonctions et
la mécanistique de leur formation sont encore nédiinaks. Elles sont impliquées dans le
processus de transcytose (transport a traversellged dans les cellules endothéliales. Leur
capacité d’endocytose est moins bien décrite ques de cas de la clathrine, bien que des

récepteurs et de nombreuses molécules de sigialisatent présents a leur niveau.

II.1. La cavéoline et la formation des cavéoles.

Les cavéoles possédent un manteau strié sur deer dytoplasmique (c6té externe)
(Figure 19). Ce manteau est composé de protéinasraeaires dont la cavéoline (Rothberg
KG et al. 1992). A I'heure actuelle, quatre isoformes deécdine ont été décrites chez les
mammiferes (&, 1B, 2, 3). Les cavéolines 1 et 2 sont exprimées denfabiquitaire tandis
gue la cavéoline 3 est principalement exprimée tenesellules musculaires.

La cavéoline 1 est la plus importante d’'un poiatvde fonctionnel, la cavéoline 2 ne
semblant tenir qu’'un réle de co-activateur de laéoéine 1. Au niveau des cavéoles, la
cavéoline 1 est la plus représentée et possedendieraux motifs d’interaction avec les autres
constituants protéiques et lipidiques des cavédlasstructure des cavéoles est le résultat
d’une étroite collaboration entre les moléculeskelestérol membranaires et les cavéolines,
le cholestérol interagissant avec les oligomeresagéolines afin de les stabiliser (LieGal.
1996; Uittenbogaard At al. 1998).

Contrairement aux vésicules de clathrine, les aagésont préformées au niveau de

I'appareil de Golgi puis adressées vers la membpémnique (Dupree & al. 1993).
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[1.2. Devenir des caveoles.

Le processus de fission membranaire, permettaséparation des cavéoles de la
membrane plasmique, fait intervenir les membrelg da@mille dynamine et notamment Dyn-2
(Henley JRet al. 1998). De plus chebrosophila melanogaster, ’'homologue de Dyn-1,
shibire, participe a l'internalisation indépendante de lgthrine (Kessell let al. 1989). La
transfectionin vitro du mutant de la dynamine-1 K44A dans des celldesnmammiféres
inhibe I'endocytose des cavéoles (Oktil. 1998)

Une fois endocytées, les cavéoles pénétrent dansyloplasme le long des
microtubules et fusionnent avec le cavéosome, unpaatiment membranaire localisé en
périphérie des cellules (Pelkmanstlal. 2001). Ce compartiment intracellulaire possede un
pH interne neutre, si bien que les éléments inliséwvia la voie des cavéoles ne sont pas
dégradés. La voie empruntée ensuite par les élénetgrnalisés et accumulés au niveau
du/des cavéosome(s) est pour l'instant mal défibies vésicules sont émises a partir du
cavéosome vers d’'autres compartiments intracelkdatomme le réticulum endoplasmique,
les mitochondries, le noyau... Il existerait égaletmnane relation vésiculaire entre les

cavéosomes et les endosomes de la voie dépendalateldthrine (Katzmann B al. 2002).

[1.3. RGles du systeme cavéolaire d’endocytose.

Dans la plupart des cellules, a l'état basal, ystesne caveolaire est trés peu
dynamique (Thomsen Rt al. 2002). L'endocytosevia les cavéoles est activée par
stimulation. Les cavéoles sont également le praiGggstéme de pénétration dans les cellules
des virus (cas du SV40 par exemple) et de certameéses bactériennes (Pelkmangtlal.
2001).

Le role des cavéoles dans l'internalisation degpteurs hormonaux reste a I'heure
actuelle mal défini. De nombreux récepteurs socdllsés dans les cavéoles ; c’est le cas par
exemple des récepteurs des cytokines {,GRFy et GH (Sadir Ret al. 2001; Di Guglielmo
GM et al. 2003). La surexpression de caveéoline 1, dans udelaode cellules CHO
transfectées avec GH-R, augmente significativertismérnalisation de la GH (Lobie P&
al. 1999). Dans ce cas particulier, I'internalisatva les cavéoles permet I'apport de GH
extracellulaire et de son récepteur, tous deux wégradés, a des compartiments
intracellulaires, et notamment au noyau dans ledmueBGH extracellulaire est accumulée
(Lobie PE et al. 1994; Perret-Vivancos (&t al. 2006). L’importance potentielle de
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I'internalisationvia les cavéoles dans la fonction biologique d’autrgtokines comme la

leptine reste donc d’actualité.

- Internalisation des récepteurs hormonaux par lesoies des cavéoles -

- Les cavéoles sont de petites invaginations de hi@embrane plasmique composées
principalement de cavéoline, une protéine permettanla stabilisation de ces
structures, l'interaction avec les protéines auxikires impliquées dans le processus
d’endocytose et les composants lipidiques (notammere cholestérol) de la
membrane plasmique.

- Comme dans le cas des CCV, le phénoméne de figsinembranaire permettant la
séparation des cavéoles de la membrane plasmiquéd dépendant de la dynamine
Une fois internalisées, les cavéoles fusionnent avie cavéosome, un compartiment
intracellulaire de pH interne neutre n’altérant pasle complexe hormone-récepteur.

- L'internalisation des récepteurs hormonaux par lavoie des cavéoles est encore mal
décrite a I'heure actuelle. Cette voie d’endocytos@ourrait permettre I'apport
d’hormones biologiqguement actives a des compartimés intracellulaires comme le
noyau par exemple.

1. Internalisation du récepteur de la leptine.

La grande majorité des récepteurs de cytokinesirgstnalisée d'une maniere
dépendante du ligandja la voie d’endocytose des vésicules de clathrires técepteurs
internalisés sont ensuite recyclés vers la membpdamique ou dégradés. Ces processus
contribuent a la sensibilité des cellules aux sff@tune hormone. La leptine ne fait pas
exception et son action biologique est fortememqtedéante de l'internalisation de ObR au
niveau de ses cellules cibles. Cependant, malgrdrtance physiologique de la leptine,
relativement peu d’études ont été réalisées dandon®mine. Au commencement de cette
thése, seuls deux articles importants avaient@iégs, ouvrant un large champ d’étude (Barr
VA et al. 1999; Uotani Set al. 1999). Depuis, de nouvelles données ont été msblar
I'équipe de Rouillé, permettant une meilleure codmgnsion du processus d’internalisation

de ObR mais soulevant également de nombreusesoigd¢ions (Belouzard & al. 2004).
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[ll.1. La cinétique d’internalisation et d’adressage a la membrane

plasmique de ObR.

L'ensemble des données publiées rapporte que GHRnternalisé par la voie
d’endocytose dépendante de la clathrine. Ainsifilisation d’'un milieu hypertonique
(sucrose 0,5 M) empéchant l'invagination totale @&, inhibe l'internalisation de leptine
radio-marquéen vitro (Carpentier &t al. 1989; Uotani St al. 1999). L'internalisation des
différentes isoformes du récepteur de la leptigela voie des cavéoles n’a pas été étudiée
pour l'instant.

Concernant la cinétigue d’internalisation de latitee et de son récepteur, il existe des
divergences selon les différentes isoformes d’AbR,modeles cellulaires et les protocoles
expérimentaux utilisés. Ainsi, dans un modele diiles CHO transfectées avec ObR, la
cinétique d’internalisation est identique pouriksformes ObRa et ObRb, avec environ 10%
de la leptine radio-marquée, initialement fixéeaaslrface cellulaire, internalisée en 15
minutes (Uotani &t al. 1999). Dans un modéle de cellules HelLa transfect@bRa et ObRb
s’internalisent tous deux a la méme vitesse, a®@86 de leptine internalisée en 10 minutes
(Belouzard Set al. 2004). Dans un modéle de cellules COS-7 transde@dgec ObR, 15% de
la leptine est internalisée en 20 minutés ObRa, contre 25%ia ObRb (Barr VAet al.
1999). Malgré ces différences, il faut noter qurtdrnalisation de la leptin@ vitro via ObRa
ou ObRDb, est légérement plus lente que dautreskiyds comme la GH, I'lL-6 et la
prolactine (Dittrich Eet al. 1994; Genty Net al. 1994; Allevato Get al. 1995).

Dans les cellules HelLa transfectées avec ObRrélespteurs ObRa néosynthétisés
atteignent la membrane plasmique en 30 minutesd’©O&Ra néosynthétisés localisés a la
surface cellulaire est maximal a 1 heure puis diminObRb est adressé a la membrane
plasmique plus rapidement, avec un nombre de r@aeptnéosynthétisés localisés a la

membrane plasmique supérieur et maximal a 30 ner{@elouzard %t al. 2004).

[11.2. Les signaux d’internalisation.

Par analyse de séquence, aucun signal d’inteatialis classique (motifs dileucine
DXXLL, ou tyrosine NPxY et Yx® (Bonifacino JS et Traub LM 2003)) n'a été découvert
dans le domaine cytoplasmique du récepteur deptmée(Uotani Set al. 1999; Belouzard S
et al. 2004). L’étude de mutants par délétion de ObRal#b a permis d’identifier la zone
localisée entre les acides aminés 8 et 29 du denwitoplasmique comme importante (mais

pas indispensable) pour l'internalisation de ObRotldi S et al. 1999). Ces données
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suggerent que le récepteur de la leptine possedwuveau motif d’internalisation encore
non identifié.

La mutation de la boite 1 du récepteur de lameptie site d'interaction de JAK2) ne
modifie pas sa cinétique d’internalisation, suggécmaie son activation par la leptine n’est pas
nécessaire pour son internalisation (Uotaet &8. 1999). Dans certains cas, I'ubiquitynation
des récepteurs a la membrane plasmique peut émeidéoée comme un de motif
d’internalisation a part entiére (Bonifacino JSetub LM 2003). Dans le cas du récepteur de
la leptine, les isoformes ObRa et ObRb sont ubjgéiés au niveau de leur queue
cytoplasmique, mais concernant le processus diatsation, cette ubiquitylation n’est
nécessaire que dans le cas de I'isoforme ObRa(Batd S et Rouille Y 2006).

[11.3. Le mode d’internalisation de ObR.

En 2004, I'équipe de Rouillé a montré pour la pgegm fois, dans un modele de
cellules HelLa transfectées, que l'internalisatief0bRa et ObRb est constitutive, c'est-a-dire
que les récepteurs ObRa et ObRb localisés au nikeda membrane plasmique peuvent étre
internalisés en absence de leptine (Belouzae &. 2004). De plus, cette internalisation
semble totalement indépendante de la leptine, paita présence ou I'absence de leptine ne
modifie pas la vitesse d'internalisation de ObR@&eRb (Belouzard 8t al. 2004).

Ce résultat est surprenant car il est tres rarenquécepteur de cytokines soit
internalisé de maniere totalement constitutive,ssarfluence du ligand. De plus les
précédentes études réalisées n'avaient pas misagdamnce un tel mécanisme. Au contraire,
I'équipe de Flier a montré que le nombre de récept©bRa et ObRb localisés a la surface
cellulaire diminue suite a une stimulation pardptine (Uotani &t al. 1999). La réalité de ce
processus d'internalisation constitutive sera d&eudans la partie résultats-discussion en

intégrant nos propres résultats.

[11.4. Recyclage et dégradation.

Une fois internalis&ia la voie dépendante de la clathrine, le récepteuladeptine
peut potentiellement étre dégradé ou recyclé \@emmémbrane plasmique. L'ensemble des
données publiées montre que ObR et son ligand dégtadés dans le compartiment
lysosomal (Barr VAet al. 1999; Uotani St al. 1999; Belouzard 8t al. 2004).In vitro, dans
un modele de cellules CHO transfectées, ObRa inshéitdégradation de la leptine supérieure

a ObRb, malgré une cinétique d’internalisation ds deux isoformes identique dans ce
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modele expérimental (Uotani & al. 1999). Cependant, dans un modéle de cellules COS-7
transfectées, ObRb est plus rapidement transpare lés lysosomes (Barr V& al. 1999).

Les études de co-localisation avec les protéinals $pécifiques des vésicules de
recyclage et des «recycling endosomes », n‘ont gEsis de mettre en évidence un
processus de recyclage de ObR (Barr &Al. 1999; Belouzard &t al. 2004). Ces résultats
suggerent que la grande majorité des récepteurka deptine localisés au niveau de la

membrane plasmique provient de récepteurs néogisébé

[11.5. Localisation intracellulaire de ObR.

In vitro, dans les difféerents modéles cellulaires, ObRaObRb sont localisés
principalement au niveau de I'appareil de Golgiek Trans Golgi Network » (Golgi / TGN,
en présence ou absence de leptine (Barelah. 1999; Belouzard &t al. 2004). De la méme
maniere,in vivo, ObRb est localisé principalement au niveau depkaeil de Golgi des corps
cellulaires des neurones hypothalamiques (Diaaioat 1998; Baskin DGt al. 1999).

Ces pools intracellulaires de ObR correspondéntipalement a une accumulation de
récepteurs neosynthétisés. En effet, dans leslelldOS-7 transfectées, seuls 25% des
récepteurs ObRa ou ObRb synthétisés sont adress@seimbrane plasmique, les autres étant
dégradés (Barr VAet al. 1999). Dans les cellules Hela, ce chiffre est diem 50%
(Belouzard St al. 2004). C'est le domaine transmembranaire de ObRgjumpliqué dans
son adressage vers la membrane plasmique et somaletion intracellulaire. Une mutation
de ce domaine peut entrainer une augmentatioradagort de ObR vers la surface cellulaire
(Belouzard St al. 2004).

L’accumulation au niveau du Golgeut correspondre a des récepteurs présentant des
défauts (Lodish HF 1988). Dans le cas de ObR, melaemble pas étre le cas, la leptine se
liant de la méme facon aux récepteurs localisésiwau de la membrane plasmique et des
pools intracellulaires (Barr VAt al. 1999).In vitro, une partie des récepteurs accumulés au
niveau du Golgi / TGNest dégradée par les lysosomes avant d’atteindmaeiabrane
plasmique (Belouzard &t al. 2004). Ce phénomeéne pourrait participer au méoanide
contrble qualité post-RE, permettant de dégradeptetéines présentant des défauts, et a la

régulation du nombre de ObR localisés a la surdadalaire (Fayadat L et Kopito RR 2003).
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- Internalisation de ObR -

- Les isoformes ObRa et ObRb du récepteur de la I&pe sont internalisées par la voie
d’endocytose dépendante de la clathrine, avec uneinétigue d’internalisation
relativement lente comparée a celle d’autres récepurs de cytokine. Aucun signa
d’internalisation caractéristigue de ce type d’endoytose n'a cependant été découveft
dans le domaine intracellulaire du récepteur.

- L’internalisation de ObR est constitutive et semle totalement indépendante de son
interaction avec la leptine. Cependant, la stimulabn par la leptine induit une baisse du
nombre de ObR localisés a la surface cellulaire.

- ObR ne semble pas étre recyclé vers la membranelapmique suite a son
internalisation, mais dégradé dans le compartimentysosomal. Ainsi, les ObR localisés
la surface cellulaire correspondent a des réceptesinéosynthétisés.

gy

- En présence ou absence de leptine, ObR est pripalement localisé au niveau du
Golgi/TGN. Ces pools intracellulaires correspondené une accumulation / rétention de
récepteurs néosynthétisés. Seule une partie desepteurs ObRa et ObRb synthétisés es
adressée a la membrane plasmique, I'autre étant deglée. Ce mécanisme de rétention
pourrait correspondre au contréle de qualité post-FE et participe a la régulation du
nombre de ObR localisés a la surface cellulaire.

~—+

IV. Internalisation et signalisation.

Initialement, I'internalisation était considéréanume un processus de terminaison de
la signalisation induite par une hormone, en dimimue nombre de récepteurs localisés au
niveau de la membrane plasmique et en stimulashédmadation de ces récepteurs. Cependant
depuis quelques années, les données scientifiqoksctées par différents laboratoires
montrent que le processus d’endocytose particigdeswent a la propagation des signaux
intracellulaires. Il existe en effet une étroitéation entre l'internalisation des récepteurs et
I'établissement des différentes voies de signatisatette relation est bidirectionnelle, et des
acteurs des voies de transduction du signal paettiégalement a la régulation du processus
d’internalisation. Cependant, nous nous intéresser@i principalement a l'effet de
I'internalisation sur la transduction du signal.

La majorité des études menées dans ce domainé etdisée dans le cadre des
récepteurs a Tyrosine Kinase (RTK) et les récepteéur7 domaines transmembranaires
couplés aux protéines G (RCPG). Malheureusementdpudes jusqu'a présent se sont
focalisées sur la famille des récepteurs de cyeskinl est important de préciser que la
relation entre internalisation et signalisationwesiable pour chaque récepteur (méme au sein
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de la méme classe) et est fonction du modele eekul’étude. Ainsi, s’il faut considérer
'importance, dans le cas de chaque récepteurjrderhalisation dans I'étude des voies de

transduction activées en réponse a une hormorte, généralisation est inenvisageable.

IV.1. Relation entre les composants des voies desalisation et des

vésicules a clathrine.

Plusieurs protéines impliquées dans le processahimique d’endocytose participent
également aux différentes voies de signalisatidnsiAa (-arrestine, qui intervient comme
adaptateur entre la clathrine, le complexe AP-2lest RCPG, interagit avec certains
composants de la voie des MAPK (Src, Raf, ERKpaaticipe ainsi a la régulation de cette
voie de transduction en permettant la formatiohoeganisation de complexes protéiques de
signalisation (Miller WE et Lefkowitz RJ 2001). Ldynamine joue également un réle
prépondérant dans I'établissement des voies dalgtion. En effet cette protéine, par son
domaine de liaison SH3 interagit avec les protépassédant un domaine SH3 comme les
protéines GRB2 et SOS impliquées dans la voie gieabsation des MAPK (Gout dt al.
1993; Baron \kt al. 1998).

Ainsi, il faut imaginer les acteurs protéiquesl’dadocytose comme un lien entre les
récepteurs activés et certains composants des deiesignalisation, et les CCP et CCV

comme de véritables complexes de signalisation.

IV.2 Signalisation au niveau des « sorting endosose.

Initialement la communauté scientifigue s’accardai dire que [I'activation des
récepteurs hormonaux membranaires et I'établissedenvoies de signalisations prenaient
place uniguement au niveau de la membrane plasmiDepuis une dizaine d’années,
plusieurs données supportent I'hypothese selorelBgdes récepteurs internalisés peuvent
eégalement activer des voies de signalisation. Q&egshéorie des « signaling endosomes »
(Leof EB 2000).

Le complexe ligand-récepteur une fois internatlaés les CCV rejoint les « sorting
endosomes ». Le pH acide de ces compartimentscéfiibaires est responsable de la
dissociation du complexe ligand-récepteur et dantidactivation du récepteur. Cependant,
il a été démontré, dans le cas des RTK et RCPGleqoemplexe ligand-récepteur n’est pas
totalement dissocié dans les « sorting endosomeisgele des récepteurs activés sont toujours
présents a ce niveau (Sorkirefal. 1993; Baass P& al. 1995; Pitcher JAst al. 1995).
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De nombreuses protéines impliguées dans les daesignalisation sont également

présentes au niveau des « sorting endosomes >r¢FQu

Proteins or Main functions in Detection methods of Endogenous/ Activated References
protein complexes signalling localization and interactions® epitope-tagged receptor
Grb2, SOS, She Activation of Ras IP, SF IF LC ++ EGF receptor, TrikA 54-56,150
CrklL, C3G, Gab2 Activation of Rap1 = +- TrkA 68,69
IRS Scaffold mediator of SF +- Insuilin receptor 151
insulin-receptor signalling
pl120RasGAP Regulation of Ras IF, EM, SF, IP += EGF receptor 152
Epss Regulation of Rac and Raks 1P +- EGF receptor 150
Rapi Activation of B-Raf =S +- TrkA 68
Ras Activation of Raf, Ral, LC, IF, 5F ++ Constitutively; 5860
Rabsb and PI3K EGF receptar,
insulin receptor
c-RafiB-Raf Activation of MEK IP, SF IF LC ++ EGF receptor, Trik& 58 ,62,68,79
MEK Activation of ERK/MAPK 172 IF, 5F +- EGF recsptor, 58,62,66
insulin receptor,
GPCRs
ERK/MAPK/2 Phosphondation of IF, I, &F += Insulinand EGF~ 58,62,72,76,79
transcription factors receptors, TricA,
and cytosclic substrates GPCRs
MP1 MAPK scaffold protein IF, 5F += Constitutively 67
PLC-y1 Ca? signaling IF LC, IP —+ EGF receptor 46,153,154
+- Tk A
p110a PI3K Production of IF, 5F +- PDGF 181,185
F‘tdll‘us[S,-f-l.E]F’3 Insulin receptor
B-arrestin 1/2 Dessensitization; activation LC, Ik SF ++ GPCRs 72
of &-Src and MAPKs
GRK Desansitization IF =+ GPCR §-opioid 137
RGS-FX1 (SNX13) Inactivation of IF —+ Constitutive 156
heterctrimeric G protein
c-Sre Tyrosine phosphordation IF, SF +i= Constitutive 97 157
of multiple targets
JNK3, MKK4, Askl Phosphorgdation of IF +— GPCRs 74
transcristion factors and
cytosolic substrates
Fig 20: Protéines impliquées dans les voies de signalisat et localisées au niveau des « sortinL;
endosomes »D’aprés Sorkin Aet al., 2002.

C’est le cas des protéines GRB2, SOS et Ras, ing#ig dans la voie des MAPK, qui sont
localisées a la fois au niveau de la membrane piammet au niveau des « sorting
endosomes » (Jiang X et Sorkin A 2002). L’'activatide Ras se produit au niveau
membranaire, et c’est une protéine Ras active guirgernalisée en méme temps que le
récepteur. La fonction de cette localisation de &dive au niveau des « sorting endosomes »
n'est pas clairement définie, mais semble indisplelespour maintenir I'activité de la voie
MAPK sur un temps prolongé. D’autres protéines iqu#ies dans la voie des MAPK comme
Raf, MEK et ERK sont également localisées au nivéesl « sorting endosomes » (PoEtA

al. 1998). Ainsi la présence de Ras au niveau de apartiments intracellulaires pourrait

permettre le recrutement d’autres kinases de la WoAPK, favorisant la formation de
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véritables complexes de signalisation au niveau de®rting endosomes », ceci par
I'intermédiaire de protéines d’échafaudage encoreidentifiées (Wunderlich &t al. 2001).

Les protéines IRS et PI3K sont également préseatesniveau des « sorting
endosomes » (Kelly KL et Ruderman NB 1993). Caitalisation est somme toute logique
dans le cas des IRS car ces protéines interagiggeatement avec les récepteurs actives
(dans le cas du récepteur de linsuline en tou}, aaais plus curieuse pour PI3K car son
substrat est localisé au niveau de la membranenas. La protéine Rab5 impliqguée dans la
formation des CCV et leur adressage vers les ingoendosomes », joue également un role
dans I'activation des voies de signalisation MARKEK (Zerial M et McBride H 2001).

La protéine STAT3 active est éegalement présente naweau des « sorting
endosomes ». Dans le cas du récepteur de l'lL#tiVation optimale de STAT3 est

dépendante de son internalisation (Sha&t &. 2006).

IV.3. Internalisation et activation spécifique desroies de signalisation.

Comme nous venons de le voir, de nombreuses pest@inpliquées dans les voies de
signalisation activées notamment par la leptinet dooalisées au niveau des « sorting
endosomes ». Mais quelle est la réalité physiolagigle cette localisation et I'impact
véritable du processus d'internalisation sur I'éssement des différentes voies de
transduction du signal ?

L'internalisation des récepteurs peut permettétadlir une spécificité supplémentaire
dans l'activation des différentes voies de tranidnau signal en transportant des complexes
de signalisation vers des localisations intracaites spécifiques. En effet, les protéines ne
sont pas localisées au hasard dans le cytosol angislisées dans des régions spécifiques,
cette spécificité jouant un réle important dangjaonse cellulaire a un ligand.

Dans le cas de la voie des MAPK par exemple, tegmes ERK une fois activées
subissent une translocation nucléaire ou ellessagisnotamment sur la prolifération et la
différenciation cellulaires. Mais les protéines EB#&ives peuvent également demeurer dans
le cytosol ou elles ont d’autres actions biologgju@es deux devenirs différents des protéines
ERK activées impliquent les vésicules d’endocytdss protéines ERK localisées au niveau
des endosomes, si elles restent associées ave€siesles une fois activées, peuvent alors
étre transportées vers des localisations subciedlalgprécisesiia le transport vésiculaire.
C’est le cas du récepteur RCPG PAR2, qui une fdiwé et internalisé dans les « sorting

endosomes » recrute des protéines formant un cempheultiprotéique empéchant la
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translocation de ERK activée dans le noyau (Fi@ie(DeFea KAet al. 2000). Dans le cas
d’autres RCPG, un tel complexe multiprotéique exidgalement au niveau des « sorting

endosomes », mais ERK peut s’en séparer et étg@dcpué dans le noyau.

/ DHFFERENTIATION

EURVIVAL

Fig 21: Exemple de signalisation au niveau des endases: 'effet du NGF.
D’aprés McPherson P& al., 2001.

Un autre exemple de l'influence de linternalisatisur la spécificité des réponses
cellulaires, est le cas de la réponse des cellbesonales PC12 a une stimulation par le
facteur de croissance NGF (Figure 21). Dans celed$GF induit a la fois un processus de
survie (ia PI3K et Akt) et de différenciation. En provoqudhhhibition du processus
d’internalisation, I'action du NGF sur la survielaokaire est augmentée tandis que son action
sur la différenciation est inhibée (Zhang Yezal. 2000). Ainsi, dans le méme contexte
cellulaire, un méme ligand agissant sur un mémeptécr peut induire différentes réponses
biologiques, selon que celui-ci est localisé aueaiv de la membrane plasmique ou

internalisé.

Les données précédentes montrent bien I'importdhae processus d’internalisation
sans faille dans les réponses cellulaires aux rdiff6 stimuli. La dérégulation de
I'internalisation d’'un récepteur peut entrainerraembreuses complications physiologiques.
Ainsi dans le cas des cellules cancéreuses, deptetrs aux facteurs de croissances sont
caractérisés par une internalisation « ralentiei»accélérée entrainant un déséquilibre des

voies de signalisation.
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Dans le cas des récepteurs appartenant a la ampkef des récepteurs aux LDL,
DAB-1 est une protéine adaptatrice impliguée dangribcessus d’internalisation et dans
I'établissement des voies de signalisation. Unératiton de la fonction de DAB-1 au niveau
des cellules neuronales peut entrainer de gravbslpgies (altération de la migration des
neurones dans le cerveau) (Morris SM et CooperQIALR

Dans le cas de lobésité, I'exposition prolongée da fortes concentrations
plasmatiques en leptine pourrait entrainer a terame modification du processus
d’internalisation du récepteur de la leptine etsmientrainer une altération des voies de
signalisation activées par la leptine. Nous digoute de cette hypothése dans la partie

Résultats-Discussion.

- Relation entre internalisation et signalisation -

- L'internalisation n’est pas simplement un mécanise de terminaison de la
signalisation induite par une hormone. Il existe eneffet une étroite relation entre
I'internalisation d’'un récepteur et I'établissement des différentes voies de signalisatio
sous-jacentes.

>

- Certaines protéines, comme la dynamine et Brarrestine, impliquées dans le processus
d’endocytose, participent également aux différentesvoies de signalisation. Elles
permettent de faire le lien entre le récepteur acté et certains composants des voies de
transduction du signal.

- Plusieurs études ont démontré que des récepteuastifs sont présents au niveau des
« sorting endosomes », malgré le pH acide de ce qummiment. De nombreuses
protéines impliquées dans les différentes voies degnalisation sont également présentegs
au niveau des « sorting endosomes », dont des corsgts de la voie des MAPK, les
protéines IRS et PI3K, et |la protéine STAT3. Les gorting endosomes » sont le sieége de
véritables complexes de signalisation.

- L'internalisation des récepteurs vers les « sontig endosomes » permet d’engendrer
une sélectivité des voies de transduction du signattivées. Ainsi, plusieurs exemples
montrent que la signalisation induite par un récepeur activé est différente selon la
localisation de celui-ci, au niveau de la membranglasmique ou au niveau des
endosomes. L'internalisation participe pleinement da réponse biologique induite par|
un ligand, et la dérégulation de ce processus cdhlire peut étre associée a des
pathologies.
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CHAPITRE 3 : Les fonctions physiologiques de la legme.

La vision initiale de la leptine en tant que simglytokine adipocytaire régulant la
balance énergétique au niveau central a évoluéffety les profils d’expression de la leptine
et de son récepteur ont été étendus a de nouvessus,tet de nouvelles fonctions de cette
hormone ont été découvertes. Ainsi, la leptineimgliquée dans de nombreux processus
physiologiques comme la reproduction, le développemla réponse immunitaire, la
contraction cardiaque... Néanmoins les effets desfdiie au sein de ces processus sont
toujours liés au statut métabolique de I'organisme.

Dans cette partie, nous nous intéresserons paiecigent a I'action de la leptine sur le
contr6le de la balance énergétique. Nous décriemssite plus brievement son rdle dans la
fonction cardiaque qui a fait I'objet d’'un travaié recherche en collaboration durant cette

thése.

|. La régulation de la balance énergétique.

Il existe une régulation fine de la balance éntiggé, équilibre entre prise alimentaire
et dépense énergétique (activité physique, métabelbasal, thermogénése adaptative). Bien
gue dans nos sociétés modernes, la prise alimendain individu soit influencée par de
nombreux parameétres non biologiques et dépendantacteurs sociaux, le corps humain se
repose sur un solide systéme physiologique poubliétdhoméostasie énergétique,
indispensable pour vivre en bonne santé. En affes, altérations et déséquilibres de cette
homeéostasie entrainent le développement de paibslgcaves telles que I'anoréxie, I'obésité
et le diabete de type II.

La régulation de la balance énergétique s’appuie des signaux périphériques,
nerveux, endocrines ou métaboliques, intégrés\aanicentral permettant ainsi une réponse
adaptative. Le systeme nerveux central (SNC) régulealance énergétique principalement
par trois mécanismes principaux :

- eninfluencant le comportement (prise alimentaiotivité physique).

- en régulant le systéeme nerveux autonome (dépenseéigue : métabolisme

basal, thermogénése adaptative).

- en régulant le systeme neuro-endocrinien et laétséar d’hormones (prise

alimentaire, métabolisme basal, thermogénése adeg)ta
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L'acteur principal du maintien de I'homéostasieeig@tique au niveau central est
I'hypothalamus. Le systéme de régulation impliqes dircuits neuronaux complexes entre
les différents noyaux hypothalamiques, communiqueantl'intermédiaire de neuropeptides
qui tiennent le réle de neurotransmetteurs. Cesopeptides peuvent étre classés en deux
catégories : les neuropeptides orexinogenes quukdnt la prise alimentaire et inhibent les
dépenses énergétiques (neuropeptides anaboliques)reuropeptides anorexinogenes qui a
I'inverse inhibent la prise alimentaire et stimulées dépenses énergétiques (neuropeptides

cataboliques).

[.1. Les signaux périphériques.
I.1.a. La leptine et I'insuline.

Ces deux hormones peuvent étre considérées coresie« dignaux d'adiposité »
permettant entre autres de réguler la balance étigug en agissant au niveau central ou
périphérique.

Comme nous l'avons vu précédemment, la leptine uegt hormone peptidique
sécrétée principalement par le tissu adipeux. Giedtacteur de satiété, et le jelne prolongée
induit une suppression des taux plasmatiques déegtne, phénomene qui peut étre
contrecarré par une prise alimentaire. Les tausnmpddiques de leptine sont corrélés aux
niveaux de masse adipeuse et sont donc fortemgntemiés en cas de surpoids et dans la
pathologie obésité. L’injection au niveau centralldptine dans des modéles murins induit
une baisse de la prise alimentaire ainsi qu'unengugation des dépenses énergétiques.

La concentration plasmatique d’insuline dont Ik ndrincipal est de controler le taux
de glucose sanguin, reflete également les niveauxndsse adipeuse de I'organisme. La
leptine et linsuline régulent mutuellement leurcigdion et agissent de concert dans le
contrble de 'homéostasie énergétique au niveatraleh’insuline agit essentiellement sur la
régulation de la prise alimentaire. Ainsi sa comegion plasmatique augmente tres
rapidement a la suite d’'un repas et I'injectiontcae d’insuline réduit la prise alimentaire
ainsi que le poids total de I'organisme chez legeurs (Woods &t al. 1979).

[.1.b. Autres signaux périphériques.

Nous n’en citerons que trois parmi les plus imgaig.
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L’Adiponectine :

L'adiponectine est une hormone sécrétée par $i talipeux, et sa concentration
plasmatique est inversement proportionnelle augaux de masse adipeuse de I'organisme et
réduite par le jelne (Damt al. 1996). L'injection intra-péritonéale d’adiponedichez les
rongeurs induit une baisse de poids total en stimula dépense énergétique mais sans
influencer la prise alimentaire (Fruebisetlal. 2001). Au niveau central, I'action de cette
hormone adipocytaire semble relayée par le noyaothgalamique paraventriculaire (PVN) et

le systeme mélanocortine (Gacetal. 2004).

Le Peptide Y¥.36» (PYY3.3¢) :

Ce peptide est synthétisé par les cellules du didpestif et de I'intestin. Sa sécrétion
postprandiale est dépendante de la quantité deesmiogérées au cours du repas (Pedersen-
Bjergaard U 1996). Le PYa¥36 a suscité une grand intérét en 2001 quand I'éqigpBloom a
montré que son injection réduit la prise alimemtagpontanée d’environ 30%, chez les
individus sains et obéses (Wren Adilal. 2001). Cependant ces résultats ont été la cible de

nombreuses critiques.

La ghréline :

La ghréline est sécrétée principalement par lleam A I'origine, cette hormone était
considérée uniqguement comme un sécrétagogue denbime de croissance. Cependant, la
communauté scientifigue s’est rapidement renduept®nde I'effet orexigénique de la
ghréline au niveau central. Ainsi, son injectionvVi€Chez les rongeurs augmente la prise
alimentaire et le poids total de I'organisme. Ndaésrirons plus en détail cette hormone dans

le chapitre consacré a I’hormone de croissance.

I.2. La leptine et le passage de la barriere hématencéphalique.

Contrairement aux capillaires des autres tissliexéeption du testicule et du thymus,
les cellules endothéliales du SNC formant la beerf@mato-encéphalique (BHE) sont reliées
entre elles par de nombreuses jonctions serréesomt dépourvues de canaux trans-
endothéliaux permettant le passage passif de nmekdLe transport d’'une protéine a travers
la BHE est proportionnelle a sa solubilité dandifgdes et inversement proportionnelle a son

poids moléculaire.
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Chez le rat, suite a I'injection périphérique dptine radio-marquée, un marquage est
observé dans des zones spécifiques du cerveau metamau niveau du noyau arqué
hypothalamique et du plexus choroide. Ces deuxctsties sont des organes
circumventriculaires et sont proches physiqguementadBHE (Banks WAet al. 1996). Le
transport de la leptine a travers la BHE est urtgssus actif, saturable et finement régulé et
n'induit pas de dégradation de cette hormone. Commus I'avons vu, ce sont les isoformes
ObRa et ObRc fortement exprimées au niveau desormaiisseaux cérébraux et du plexus
choroide, qui sont les principaux acteurs de aesprart (Banks WAet al. 1996; Bjorbaek C
et al. 1998b).

Il existe une forte corrélation entre I'efficacii@ transport de la leptine a travers la
BHE et sa concentration plasmatique. Ainsi chemtece transport est réduit en période de
jelne (niveau plasmatique de leptine faible) enzrgé lors de la prise alimentaire (Kastin
AJ et Akerstrom V 2000). Ce mécanisme pourrait gema d’amplifier le signal de satiété
induit par la leptine. Lors de concentrations plasques de leptine tres élevées (obésité
sévere), le transport a travers la BHE est forteérdeninué impliquant ce mécanisme dans le
phénomene de résistance a la leptine (Banks &tval. 1999). De la méme maniere ce
transport est perturbé dans les cas d’anoréxie tdders Cet al. 1997).

[.3. La leptine et le systeme des neuropeptides hythalamiques.

L’hypothalamus permet lintégration des signauwadiposité comme la leptine et
I'insuline, et Il'activation en retour d’'un ensembtke neuropeptides impliqués dans la
régulation de la prise alimentaire et de la dépedrsergétique. Ces neuropeptides et les
neurones les synthétisant interagissent entre elor ¢ modeéle suivant : le noyau arqué de
I'hypothalamus (ARC) (Figure 22) est la base decgeuit neuronal et contient deux
populations distinctes de neurones anorexigénewexigénes. Ces neurones sont dits de
« premier ordre » (synthétisent les neuropeptides pcemier ordre) car ils traduisent
directement, selon le modele proposé, les signdadipbsité en signaux nerveux. Grace a
leurs nombreuses projections neuronales, ils tratient ces informations aux autres noyaux
hypothalamiques (Figure 22) dans lesquels sontisésales neurones de « second ordre »
(synthétisent les neuropeptides de second ordre).

Le but de ce chapitre n’est pas de fournir unt lesxhaustive des neuropeptides
hypothalamiques impliqués dans la régulation duabwisme. Nous décrirons les plus

importants et leurs caractéristiques principale®s Glonnées permettront de mieux
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appréhender les modeles animaux utilisés au cauraanh travail de these. De plus, certains
neuropeptides interviennent également dans le @entde l'axe GH. Une étude
bibliographique plus précise concernant ces neptajes est disponible dans I'annexe de ce

manuscrit.

TH
FX
\ erad (7o
P il
ocC

Fig 22: Les noyaux hypothalamiques.

La figure supérieure représente une coupe longitlelidu cerveau de rat. Les deux figures inférelire
représentent des coupes frontales réalisées aauwnige I'hypothalamus. OC : bulbe olfactif; 3Ve™S
ventricule; LHA : aire latérale hypothalamique; P¥Noyau paraventriculaire; PFA : aire périfornggaFX:
fornix; CC : corps calleux; SE : septum; CCX : eartcérébral; TH : thalamus; ARC : noyau arqué; ME :
éminence médiane; VMN : noyau ventromédian; DMNoyau dorsomédian; AM : amygdale; Hl|:
hippocampe. D’aprés Munzber et Myers, 2005.

[.3.a. Les neuropeptides orexigenes de premier ordr
Le neuropeptide Y (NPY).

Dans I'hypothalamus, le NPY est principalement remp au niveau de I'ARC.
L’expression et la libération de NPY sont stimulges le jelne et inhibées par la prise
alimentaire (Sanacora & al. 1990). Chez les rongeurs, sa synthese au niveHARIE est
inhibée par l'insuline et la leptine (Schwartz Ma\al. 1991; Stephens T\&t al. 1995). Chez
le rat et la souris, l'injection intra-cérébro-veatilaire (ICV) de NPY augmente la prise
alimentaire (Glenn Stanley Bt al. 1986), diminue la dépense énergétique en rédulaant
thermogénése (Billington G al. 1991) et I'activité du systeme nerveux autonomgaia
M et al. 1991). L'injection ICV répétée de NPY induit I'okit® chez le rat (Zarjevski bt al.
1993).

Chez les rats obéses Zucker, I'expression de BftYaugmentée au niveau de 'ARC

(Beck Bet al. 1990). Chez 'lhomme cependant, son expressioremble pas étre affectée
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dans les cas d’obésité bien que quelques étudesgiéemt d’'une augmentation (Brunanie
al. 1995; Nam S-¥et al. 2001).

Le « Agouti Related Peptide » (AgRP).

Au niveau du SNC, AgRP est principalement expraaéiveau de I'ARC (Shutter JR
et al. 1997). L’injection ICV d’AgRP induit une augmernitat de la prise alimentaire pouvant
durer jusqu'a sept jours (Rossi Bl al. 1998). Les souris génétiquement modifiées pour
surexprimer AgRP sont hyperphagiques et fortemdrgses (Graham Mt al. 1997).
L’expression et la sécrétion d’AgRP sont stimul@es le jelne et inhibées par la prise
alimentaire, la leptine, I'insuline et le glucosdifuno TM et al. 1999; Morrison CDet al.
2005). Les rats rendus obeses par I'alimentatiats (01O) présentent une augmentation de la
concentration d’AgRP au niveau hypothalamique (bldrdAet al. 1999).

En plus de son réle dans la prise alimentaire, AgRluence négativement la dépense
éenergétique. Ainsi son injection ICV inhibe I'expston de UCP1 (« uncoupling protein 1 »)
dans le tissu adipeux brun (Yasudat@l. 2004).

[.3.b. Les neuropeptides orexigenes de second ordre
Les orexines ou hypocretines.

La famille des orexines est composée de deuxgmptorexine A et orexine B, issus
du clivage protéolytique du précurseur prépro-arexLes neurones synthétisant les orexines
sont principalement localisés dans I'aire hypotimdpie latérale (LHA) et I'aire périfornicale
(PFA).

L'expression hypothalamique de la prépro-orexirst augmentée par un jelne
complet de 48 heures mais n'est pas affectée parmrise alimentaire simplement réduite
(Cai XJet al. 1999). Chez le rat, lI'injection ICV d’orexine Adait une augmentation de la
prise alimentaire (a court terme) tandis que aBlieexine B ne la modifie pas (Haynes A&C
al. 1999). L'injection ICV de leptine, si elle induine diminution de la production d’orexine
A, n'a curieusement pas d'effet sur I'expression st précurseur dans des conditions
standards (Beck B et Richy S 1999; CaieKal. 1999). De fagcon contradictoire, I'obésité est
associée a une baisse de I'expression de la posprine chez le rat Zucker (Cai Xfal.
2000).
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La « Melanin-Concentrating Hormone » (MCH).

La MCH est a la fois un neurotransmetteur et unembne, issue du clivage
protéolytique d’'une pro-hormone, la Pmch. Celleade également pour les neuropeptides El
(NEI) et GE (NGE) qui pourraient également jouerrgle dans le contrdle de 'homéostasie
energétique (Nahon J& al. 1989). Dans I'hypothalamus, les neurones synndtie MCH
sont localisés principalement au niveau du LHAt@itourt Jkt al. 1992).

Le jedne augmente I'expression hypothalamiquead®ICH. L’injection centrale de
MCH augmente la prise alimentaire et I'infusion I@¢ MCH conduit méme a une obésité
légére (Qu Det al. 1996). L'injection ICV de leptine et d’insuline hHibe et stimule
respectivement I'expression de la MCH dans le LHBahjaoui-Bouhaddi Met al. 1994;
Sahu A 1998).

Les rats obeses Zucker, les soudls/ob et db/db sont caractérisés par une
augmentation de I'expression de MCH au niveau lgpbthalamus (Stricker-Krongrad &
al. 2001; Mondal MS&et al. 2002). Les souris génétiguement modifiées pousxguimer la
MCH au niveau du LHA présentent une hyperphagiecs a une forte obésité et un diabéte
de type Il (Ludwig DSt al. 2001).

La Galanine.

Ce neuropeptide est exprimé dans I'ensemble dueaar et plus précisément au
niveau du PVN (Merchenthaleet al. 1993). Chez les rongeurs, un jeine complet de 48
heures n’induit pas de modification de I'expressibypothalamique de la Galanine.
L’injection ICV de Galanine augmente faiblemenpige alimentaire mais n’induit ni gain de
poids ni obésité (Smith Blet al. 1994). L’injection centrale de leptine inhibe I@rssion
hypothalamique de la Galanine.

Les rats Zucker obéses sont caractérisés par ugmeatation de I'expression de
Galanine au niveau du PVN (Merceethl. 1996). Des données contradictoires sont publiées
chez les patients obéses indiquant soit une légegmentation de I'expression centrale de la

Galanine soit aucune modification.

Le « Galanine-like Peptide » (GALP) :
Le GALP est proche structurellement de la Galaréhegpossede méme une forte
affinité pour le récepteur de la Galanine GAL2R. lRPAest exprimé dans des neurones
spécifiques de I'ARC et de I'éminence médiane qei semblent pas exprimer d’autres

neuropeptides orexigénes (Takatsetdl. 2001).
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L’injection ICV de GALP entraine une augmentatis la prise alimentaire dix fois
supérieure a celle induite par la Galanine (MatdonYoet al. 2002). Chez les sourab/ob et
les ratsfa/fa, I'expression de GALP au niveau de I'ARC est dindéia (Jureus At al. 2001).

Ces caractéristiques font de GALP un peptide omgéne particulier.

I.3.c. Les neuropeptides anorexigénes de premierane.
POMC et les Mélanocortines.

La « Pro-OpioMelanoCortin » (POMC) est synthétipémcipalement au niveau de
I'hypophyse, de 'ARC et du tractus solitaire. Levage de cette pro-hormone produit
plusieurs peptides regroupés sous la famille ddaddéines, comprenant entre autres ¢«
Melanocyte-Stimulating Hormone alISH) et I'hormone adrénocorticotropine (ACTH).

Le jedne inhibe l'expression de POMC au niveaul’aRC tandis que la prise
alimentaire la stimule (Mizuno TMt al. 1998). L’injection centrale des mélanocortines
aMSH et ACTHai.24) induit une baisse de la prise alimentaire (Brow8 & al. 1998).
L’injection ICV de leptine et d’insuline induit uneugmentation de I'expression de POMC
(Tozawa Fet al. 1988; Schwartz MWt al. 1997; Cowley MAet al. 2001).

Les souris KO pour le récepteur daMSH (MC4-R) présentent une obésité séveére.
Des mutations de ce récepteur sont également végsudans des cas d’obésité humaine
(Vaisse Cet al. 1998). Il est intéressant de noter que I'’AgRPuesantagoniste de MC4-R.

Les « Cocaine and Amphetamine Regulated TranscsifCART).

Les CART sont un ensemble de peptides issus &agdid’'un précurseur commun
(Thim L et al. 1999). lIs sont principalement exprimés au nivdal’ARC, dans les mémes
neurones exprimant POMC. Le jelne induit une baisskexpression de CART. L’injection
de CART entraine une baisse de la prise alimengaitme perte de poids méme chez I'obése
(Larsen PXt al. 2000). Les neurones CART expriment ObRb et l'iiggtICV de leptine
augmente I'expression de CART au niveau de I'AR@qt€nsen Rt al. 1998). L’injection
centrale de CART induit également une augmentaties UCP-I, Il et Il dans le tissu
adipeux et le muscle, suggérant un réle importeanCART dans la régulation de la dépense
énergétique (Wang Cét al. 2000).
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[.3.d. Les neuropeptides anorexigénes de secondice.
La « Corticotropin-Releasing Hormone » (CRH) et lddrocortines
(UCN).
CRH est en réalité une famille de neuropeptidespctenant au moins 4 membres : la
CRH elle-méme et les UCN-I, 1l et Ill. Au niveau teypothalamus, la CRH est exprimée
principalement au niveau du PVN. Chez les rongeson, injection centrale inhibe la prise
alimentaire et induit également une modificationl'detivité du systeme nerveux autonome
ainsi qu’'une augmentation de I'activité locomotrice
Selon le statut métabolique, la leptine semblerades effets opposés sur la CRH.
L’injection ICV de leptine inhibe I'expression de meuropeptide et I'activité des neurones
CRH dans les périodes de jelne. Au contraire, aietnent stimule son expression et
I'activité des neurones CRH dans les périodes tiétégHuang @t al. 1998; Uehara ¥t al.
1998).

La “Thyrotropin-Releasing Hormone” (TRH).

Le clivage de la préproTRH produit plusieurs pagsi regroupés sous le terme TRH.
La TRH est impliquée dans de nombreuses fonctitnysiplogiques dont le contrdle de la
balance énergétique, la régulation de fonctionsitiwgs, la douleur... La TRH est fortement
exprimée au niveau du PVN (Segersonel &l. 1987).

En période de jelne, I'expression de la préproTdiAs le PVN et la sécrétion de
TRH diminuent (Van Haasteren G& al. 1995). L’injection ICV de TRH inhibe la prise
alimentaire (Vijayan E et McCann SM 1977). En péeiale jelne, l'injection centrale de
leptine (mais pas d’insuline) induit une augmentatde I'expression hypothalamique de
préproTRH chez le rat (FeketeeCal. 2006).

L’ocytocine.

L’'ocytocine est exprimée dans des neurones lazsahs niveau du PVN. L’'ocytocine
est également sécrétée en tant qu’hormone au ndeda neurohypophyse. L'injection ICV
de ce neuropeptide induit une réduction de la @iseentaire (Olson BRt al. 1991a). Les
neurones a ocytocine expriment ObRb (Hakansson étldl. 1998) et I'administration ICV
de leptine induit une libération d’ocytocine chezat(Blevins JEet al. 2004).

L’ocytocine est également stimulée par la CRH [Brd O et al. 1986). L’injection
ICV d’antagonistes de I'ocytocine bloque égalenigifet anorexigene de la CRH suggérant
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que l'ocytocine est le médiateur des effets de RHCdu moins ceux concernant la prise
alimentaire (Olson BRt al. 1991b).

Inhibition de la
prise
alimentaire

Stimulation
de la
prise alimentaire

leptine / insuline
adipocytes /'

pancréas

Fig 23: Le réseau des neuropeptides hypothalamiquesnpligués dans la régulation de la prise
alimentaire.

En rouge, les neuropeptides anorexigenes, et enldgeneuropeptides orexigénes. BHE: barriére h&mat
encéphalique; ARC : noyau arqué; PVN : noyau paraielaire; LHA : aire latérale hypothalamiqug;
PFA : aire périfornicale.

L)

.4 Mode d’'action de la leptine sur le systéme desieurones

orexigéniques / anorexigeniques.
I.4.a. Les neurones de premier ordre.

C’est 'ARC qui est la base de ce circuit neuroff@ng-Christensen Mt al. 1999).
Anatomiquement, il est localisé au niveau du tesrs ventricule et a proximité de la BHE.
C’est d’ailleurs une des zones de passage priredpig la leptine du sang vers le SNC (voir
chapitre 1.1). Au niveau de ce noyau hypothalamiglés neurones de premier ordre
traduisent les signaux d’adiposité périphériquesignaux nerveux. La leptine et I'insuline
inhibent les neurones NPY / AgRP et stimulent legranes POMC / CART (Figure 23). Ces
neurones de premier ordre communiguent ensuitesigggux nerveux aux autres noyaux

hypothalamiquesia leurs nombreuses projections neuronales.
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l.4.b Les neurones de deuxieme ordre.

Les axones des neurones de premier ordre locais@s/eau de 'ARC innervent les
neurones de deuxiéeme ordre au niveau du PVN, LHRFA. Au niveau du PVN, les
axones POMC et CART stimulent les neurones etrighege des neuropeptides anorexigenes
de deuxieme ordre (CRH, TRH et ocytocine). Au aiveles LHA et PFA, les axones NPY
et AgRP stimulent les neurones et la synthése @esopeptides orexinogenes MCH et

orexines (Figure 23).

I.4c. Modérations et perspectives.

En réalité, le mécanisme de régulation de la loalamergétique présenté ci-dessus
n'est qu'un modeéle simplifié, voire simpliste. #ste encore a I'heure actuelle de nombreux
probléemes a élucider, concernant notamment lesconieexions entre neurones de second
ordre et le possible rétrocontrbéle négatif dermgones sur ceux de premier ordre. En effet,
des axones innervant 'ARC proviennent des PVN, L&iRFA.

Il ne faut pas sous-estimer le réle des neuroitesld second ordre dans la régulation
de la balance énergétique. En effet, ceux-ci exgmingénéralement les récepteurs de la
leptine et de l'insuline. Ces deux hormones peuwntc potentiellement réguler chaque
neuropeptide en collaboration avec d’'autres actdimtogiques et ainsi engendrer une
sélectivité dans le recrutement d’'une voie neurtigige précise, et donc une réponse
centrale adaptée a chaque état physiologique. etgbhion du phénotype normal des souris
doubles KO NPY et AgRP montre bien qu’en absencecale importants neuropeptides
orexigéniques, il existe des mécanismes compensattaisant intervenir les neuropeptides
de second ordre précédemment décrits, voire ménael iusieurs neuropeptides encore non
identifiés.

L’étude minutieuse des différentes voies de sigaabn activées par les signaux
périphériques et les neuropeptides, ceci pour ifésrehts types de neurones orexigenes et
anorexigenes, est également nécessaire pour apderhia complexité du contréle de la
balance énergétique au niveau central. De plute démarche pourrait permettre de trouver
de nouvelles cibles thérapeutiques potentiellesdet nouveaux traitements dans les
pathologies associées a un déséquilibre de I'hamsies énergétigue. L’étude des
neurotransmetteurs plus « classiques » comme [atoséme et la noradrénaline dans le
contréle de ’lhoméostasie énergétique est égaleurestijet a approfondir.

D’autre part, la leptine est également expriméesde cerveau et plus particulierement

au niveau de I'hypothalamus. Il existe cependantgedonnées concernant le role précis de

77



Introduction bibdiaphigue — Les fonctions physiologiques de lahept

cette leptine « ectopique » dans le controle dbeaance énergétique. Néanmois, il a été
montré gue son expression est diminuée pendaptlesdes de jeline, comme c’est le cas au
niveau périphérique (Morashddal. 1999).

Dans l'essentiel des études portant sur la régulade la balance énergétique,
I’hypothalamus est considéré comme I'élément cl@arinoins, les autres zones du cerveau
avec lesquelles il interagit peuvent égalementrades réles importants dans le contréle de la
balance énergétique.

La majorité des données citées précedemment énbbdenues a partir de modéles
murins. Il ne faut pas oublier que les effets déefdine different chez ’lhomme. Chez le rat
ou la souris, cette hormone joue réellement le d@ldacteur de satiété, activé par la prise
alimentaire. Cependant, chez I'homme, la prise afitmire individuelle ne semble pas
influencer la sécrétion de leptine. Dans ce catig dgormone doit étre plutdt considérée
comme un indicateur des réserves énergétiquessamees par la masse adipeuse (Ahima
RS et Flier JS 2000).

- Le systéme des neurones orexigéniques et anoreigues -

- L’hypothalamus est le siege de la régulation dealbalance énergétique. Il intégre les
signaux périphériques en relation avec le statut ntiébolique de I'organisme (leptine,
insuline, adiponectine, PYY, ghréline...) et active re retour un systéeme complexe d¢
neurones / neuropeptides.

\"ZJ

D

- La leptine doit étre transportée a travers la BHEpour accéder a I'’hypothalamus. Ce
transport, impliquant ObRa principalement, est un processus actif, saturable et
finement régulé. Il est d’autant plus efficace quéa concentration plasmatique de leptine
est élevée. Cependant, dans le cas de fortes con@ions de leptine caractéristiques de
la pathologie obésité, ce transport est altére.

- Le noyau arqué (ARC) est constitué entre autresealdeux populations distinctes de
neurones impliqués dans le contréle de la balance&rgétique. Ces neurones sont dits de
premier ordre car ils traduisent les signaux d’adipsité en signaux nerveux. Ce sont les
neurones orexigenes NPY / AgRP et les neurones aargigénes POMC / CART. Les
neurones de premier ordre transmettent ensuite cesignaux nerveux aux neurones dit$
de second ordre.

- Les neurones orexigenes de premier ordre NPY etg®RP stimulent la prise alimentaire
et inhibent la dépense énergétique. La restrictiomlimentaire induit une augmentation
de I'expression de ces neuropeptides tandis que laptine I'inhibe. Les rats et souris
obeses sont caractérisés par une augmentation dexdpression de ces neuropeptides.

- Les neurones NPY et AgRP activent les neurones decond ordre orexigenes localisés
principalement dans les aires latérales (LHA) et p#Hornicales (PFA) de
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I'hypothalamus. Les principaux neuropeptides orexignique de second ordre sont les
orexines et la « melanin-concentrating hormone » (KH). lls stimulent la prise
alimentaire et inhibent la dépense énergétique.

- Les neurones anorexigénes de premier ordre POM@t CART inhibent la prise
alimentaire et stimulent la dépense énergétique. Laestriction alimentaire induit une
baisse de I'expression de ces neuropeptides tandise la leptine la stimule.

- Les neurones anorexigenes de deuxiéme ordre sdatalisés principalement dans le
noyau paraventriculaire (PVN) de I'hypothalamus. Les principaux neuropeptides
anoréxigéeniques de deuxiéme ordre sont l'ocytocinela « thyrotropin-releasing
hormone » (TRH) et la « corticotropin-releasing homone » (CRH). lls inhibent la prise
alimentaire et stimulent la dépense énergétique.

- Les deux populations de neurones de premier ordreont interconnectées par I'AgRP,
qui inhibe l'activation des neurones POMC.

Il. Leptine et obésité.

[I.1. Le syndrome métabolique et I'obésité.
[I.1.a. Définition du syndrome métabolique.

La définition du syndrome métabolique est variad@éon les sources. En avril 2005,
I'IDF (« The New International Diabetes Federatigna proposé une définition consensus:
I'association chez un méme individu des troublegsjiogiques que sont I'obésité viscérale
(définie par la mesure du tour de taille), la dyislémie (taux sanguin de triglycérides
supérieur a 150 mg/dL, taux sanguin de HDL chotekténférieur a 40 mg/dL),
I'hypertension (pression artérielle systolique simée a 130 mmHg) et I'hyperglycémie
(taux de glucose plasmatique aprés la prise alarensupérieur a 100 mg/dL). La présence
de ces facteurs conduit a une forte augmentatisrridgues d’accidents cardiovasculaires et
de développement d'un diabete de type Il, réduisemsi 'espérance de vie de maniere
significative. De nombreux scientifiques et médsotonsiderent le syndrome métabolique
comme le regroupement des pathologies obésitégtdiale type Il et athérosclérose ; ces trois

pathologies étant bien sdr interconnectées.

[I.1.b. Impacts de I'obésité et du syndrome métabajue sur la société.
La prévalence du syndrome métabolique n'a cesséeraitre au cours du dernier
guart de siecle, principalement a cause de l'autgtien du nombre d’individus obeses. Pour
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I'obési#st une pandémie. Aux USA, les

dernieres données disponibles indiquent qu’env@@¥ de la population est concernée par
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I'obésité, avec une incidence de 45% pour les 6@&ii6. Croire que l'obésité concerne
uniquement les américains consommateurs d’hamsim@eres anglais grands buveurs de
biere serait une erreur. Ainsi, en France une étédente (enquéte Obepi publiée le 18
septembre 2006) montre que 20 millions d’individoat en surpoids et 6 millions obéses. En
9 ans, la population a grossi en moyenne de 24t kg tour de taille a augmenté de 3,4 cm.
Bien que toutes les générations soient touchédautilnoter que la population des obeses
rajeunit. Il n'est plus rare que des enfants ouesdb@nts soient atteints par cette pathologie
(15% des jeunes américains et européens). Il este fad'imaginer les problémes
physiologiques que peuvent causer une obésité&sope sur la santé et I'espérance de vie de
ces jeunes.

Beaucoup de personnes ne voient pas l'obésité eorane réelle maladie et
considerent qu’il suffit de manger mieux et moineup « guérir». En oubliant les
prédispositions génétiques, c’est somme toutddgique. Mais il semble alors nécessaire de
rappeler les difficultés rencontrées pour se débaar, avant les beaux jours, des quelques
kilogrammes mis en réserve durant l'hiver. Il dufflors d’'imaginer que ces quelques
kilogrammes soient en réalité une cinquantaineilds koire plus, sans oublier bien sir que
dans ce cas, les systemes de régulation de laceataergétique sont altérés...

L'obésité touche aujourd’hui environ 300 milliods personnes dans le monde, et le
diabéte de type Il environ 200 millions. Le codtdincier associé au syndrome métabolique
est en perpétuelle hausse et estimé entre 2 a @5%égpenses totales de santé selon les pays ;
il ne faut pas oublier non plus les problemes sociangendrés par ces maladies qui se
répercutent inévitablement sur d’autres parametesnomiques. Ainsi, le syndrome
métabolique est un probléeme majeur de santé publiges fonds de recherche conséquents
doivent donc étre investis afin de mieux comprent@blissement de ces pathologies et
ainsi découvrir des traitements cliniques efficadesfin, il faut mettre en place une réelle
éducation de la prise alimentaire et de la balauergétique chez les plus jeunes, en se
basant sur le modéle du Danemark par exemple, diénrailler le développement du

syndrome métabolique dans le futur.

- Le syndrome métaboligue -

- Le syndrome métabolique est défini comme I'ass@tion chez un méme individu des
troubles physiologiques suivants : I'obésité viscéte, la dyslipidémie (taux sanguins de
triglycérides élevés et de HDL cholestérol diminugsl’hypertension et I'hyperglycémie.
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- La prévalence du syndrome meétabolique est en pegpuelle hausse. L'obésité touch
aujourd’hui environ 300 millions de personnes dande monde et le diabéte de type |
environ 200 millions. En France, 20 millions de pesonnes en surpoids dont 6 millions
sont obéses (15% des adolescents) sont dénombrées.

D

[1.2. Obésité et hyperlipidémie.

[I.2.a. Métabolisme lipidique suite a une prise afhentaire.

L'obésité est générallement la conséquence d'usédigéliore de la balance
énergétique, caractérisé par une prise alimensdondante, riche en lipides, pendant une
période prolongée, associée a une faible actiniysigue.

Tous les repas contiennent des lipides sous faefate triglycérides principalement,
d’acides gras libres, de cholestérol et autre®listéBuite a leur ingestion et leur progression
dans le systeme digestif, ces lipides sont transeren monoacylglycérol et acides gras a
longue chaines. Ceux-ci sont ensuite capturés gzsemhtérocytes de l'intestin ou ils sont
transformés en triacylglycérols et esters de cléles Ces composés sont alors transportés
dans la circulation sanguine sous la forme de qdeis lipoprotéiques (chylomicrons et les
différents types de LDL « Low Density Lipoproteih »Ces lipoprotéines sont ensuite
hydrolysées dans la circulation sanguine libérasitles gras non estérifiés (NEFA pour
« nonesterified fatty acid ») et monoacylglycémps sont alors distribués dans les différents
tissus.

Le devenir des acides gras varie selon les tifkarsexemple, dans le tissu adipeux ils
sont transformés en triglycérides, tandis que dansuscle squelettique ou cardiaque ils sont
oxydés pour produire de I'énergie sous forme d’ATRs acides gras présents dans la
circulation sanguine et «non utilisés » sont deaiveaux transportés sous forme de
triglycéridesvia les lipoprotéines de tres faible densité (VLDL peuVery Low Density
Lipoprotein »). Ce processus est régulé par le foie

Lors des périodes de satiété, le transport daosdalation sanguine des triglycérides
a partir des entérocytedga les lipoprotéines, est augmenté. Les NEFA somicgralement
stockés sous forme de triglycérides dans le tiggpeax. Au contraire, lors des périodes de
jene ou au cours de I'exercice physique, le nivdmlipoprotéines sanguines diminue et le

tissu adipeux devient alors le principal fournissae triglycérides.
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[1.2.b. Métabolisme lipidique chez les individus obses.

Dans le cas de la pathologie obésité, caractépaéeine prise alimentaire lipidique
supérieure a la normale, le tissu adipeux esturéat et ne stocke plus correctement I'exces
d’acides gras. Des triglycérides sont alors dépesétockés dans d’autres tissus comme le
cceur, le muscle squelettique, le rein et le foiga@mant un dysfonctionnement de leurs
fonctions physiologiques. De plus, la saturatiortigsu adipeux en triglycérides conduit & un
remodelage du profil de sécrétion des hormones ahareptine et I'adiponectine qui jouent
un réle prépondérant dans la régulation de la balénergétique.

Le fait que le tissu adipeux ne remplisse plus sila de stockage provoque une
lipolyse dérégulée et une élévation des NEFA gtytrérides circulants, phénoméne appelé
hyperlipidémie (ou dyslipidémie). Normalement, déef participe a la régulation de ces exces
lipidiques, mais chez l'individu obese cet orgarexerce plus correctement cette fonction.
Cette concentration plasmatique en acides grasrisup® a la normale est toxique pour
'organisme (lipotoxicité) et induit notamment dgshénoménes de mort cellulaire
(lipoapoptose). Cette toxicité affecte les celldedu pancréas responsable de la synthese de
I'insuline. De plus, ce surplus lipidique activepgeoduction de médiateurs de I'inflammation
par le tissu adipeux et le foie, entrainant un aystionnement métaboliqgue des tissus
périphériques comme le muscle squelettique etdergas.

En conclusion, le tissu adipeux et le foie sorg [@incipaux responsables de
I'hyperlipidémie sanguine. Le muscle squelettigigepancréas, le cceur et les autres tissus
périphériques vont alors s’adapter a cet excédidjpe, entrainant une dérégulation compléte
de leurs fonctions biologiques. Ce phénoméne ephagie responsable du développement des
pathologies associées a I'obésité et donc du symglrmétabolique. Il est important de noter
gue ces processus ont été principalement étudeéslel rongeurs. Depuis quelques années,

des études semblent confirmer la validité de desnmations chez 'lhomme.

Il.2.c. Les effets anaboliques de la leptine.

En plus de son role dans la régulation centralia d&lance énergétique, la leptine est
également impliquée dans le métabolisme lipidignerégulant notamment la capture des
acides gras libres au niveau des adipocytes etudless tissus, et en influengant les voies
métaboliques intracellulaires (Unger RH 2003). ¢éptihe est une hormone liporégulatrice et
permet le stockage dans les adipocytes des acides rpn utilisés suite a une prise
alimentaire. Son absence ou son inefficacité ppeiaux dépbts des triglycérides dans les

tissus non-adipocytaires.
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Chez les rats Sprague-Dawley soumis a des expésede DIO, le contenu en
triglycérides des adipocytes augmente de 150% esefBtaines, tandis que celui des tissus
non-adipocytaires augmente en moyenne de 10%. [Ekeats obéses Zucker caractérisés par
une mutation du récepteur de la leptine, des trégiges s’accumulent au niveau des muscles
squelettiques et cardiaque, du foie, des reinsestilbts pancréatiques (Unger RH 2003).
Cependant dans ce modele, le rétablissement peferdion de I'expression d’ObRb sauvage
au niveau du foie induit une diminution du stockalgetriglycérides dans ce tissu (Leesty
al. 2001).

Dans les tissus non adipocytaires, la leptineleglgs voies métaboliques cellulaires,
inhibe la transformation des acides gras en triggiges et stimule leur oxydation. Elle
stimule également I'oxydation des acides gras emivaat enzymes et fonctions
mitochondriales, principalementa la voie de signalisation AMPK (Zhou Y-é& al. 1997,
Minokoshi Y et al. 2002; Hardie DGet al. 2003). Cette hormone inhibe des facteurs de
transcription lipogéniqguesomme par exemple le « sterol regulatory elemamdiog protein
1c » (SREBP1c) au niveau du tissu hépatique etloksspancréatiques. Chez le rat, 'obésité
est associée a une augmentation de I'expressi®@R&BP1c dans ces tissus (Kakumet &l.
2000).

- Métabolisme lipidigue, obésité et leptine -

- Suite & une prise alimentaire, les lipides sont ydrolysés dans lintestin en
monoacylglycérol et acides gras a longue chaine, ipucapturés et transformés en
triglycérides et esters de cholestérol par les entérocytes. Cesmposés sont alors
transportés dans la circulation sanguine sous formde lipoprotéines puis hydrolysés e
NEFA et distribués aux différents tissus. Ces NEFAsont stockés sous la forme de
triglycérides par les adipocytes et oxydés dans lasitres tissus pour fournir de I'énergie.

=)

1”4

- L'obésité est généralement la conséquence d’'unénaentation riche en lipides associée
a un manque d’exercice. Cette pathologie est carartsée par une saturation du tissy
adipeux en triglycérides ayant pour conséquence kegymentation de la concentration
sanguine en NEFA et triglycérides circulants (hypdipidémie ou dyslipidémie). Cette
augmentation des NEFA sanguin est toxique (lipotogité) et induit des phénomenes
d’apoptose dans les tissus. Dans ces conditionssdeglycérides sont stockés au nivea
de tissus périphériqgues comme le foie, les musckxgpuelettique et cardiaque, le pancréas
induisant des altérations de leurs fonctions. Ce @momene participe au développemer
des pathologies associées a I'obésité et du syndemétabolique.

U7

=

~ -
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- La leptine est une hormone liporégulatrice régulat la capture des acides gras libres au
niveau des cellules et les voies métaboliques intedlulaires. Elle favorise I'accumulation
de triglycérides dans le tissu adipeux et l'inhibedans les autres tissus en favorisant
I'oxydation des acides gras. Dans le cas de la rétsince a la leptine associée a I'obésité,
I'incapacité de la leptine a induire ses effets Ilgrégulateurs participe au stockage de
triglycérides dans les tissus non-adipocytaires.

[1.3. La résistance a la leptine.

La leptine permet d’informer I'ensemble des tisstis statut métabolique de
I'organisme. Elle participe a la régulation de #Hamce énergétique et joue également un role
important dans le processus de liporégulation. hiesaux plasmatiques de leptine étant
proportionnels a la quantité de masse grasse, bettmone participe au maintient des
régulations physiologiques de I'organisme en casutpoids et permet de limiter ainsi les
complications cliniques. Cependant, a partir d'wegtaine concentration plasmatique en
leptine (obésité sévere), cette hormone n’'a pleffet’ au niveau central et périphérique. Ce
phénomeéne, appelé résistance a la leptine, esttéastique de la pathologie obésité.
L’organisme est alors le lieu de profondes dérédmnia liées en grande partie a I'inefficacité
de la leptine, entrainant le développement desofigles associées a I'obésité.

Les causes et les mécanismes d’établissement dsildance a la leptine sont des
processus encore mal définis a I'heure actuelleceAjour, plusieurs hypothéses sont
envisagées par la communauté scientifique :

- un défaut dans le transport de la leptine a tealeebarriére hémato-encéphalique,

- une diminution de I'expression de ObRb au niveantral et périphérique,

- un défaut dans les voies de signalisation acivereréponse a la leptine (c’est I'hypothése
post-récepteur donnant un réle prépondérant augipes SOCS-3 et PTP1B),

- une altération du processus d’internalisatiodadieptine. Ce quatrieme point a été un des
principaux axes d’étude au cours de mon travailttdse et sera évoqué dans la partie

Résultats — Discussion.

II.3.a. Résistance centrale a la leptine et barriér hémato-encéphalique.
Comme nous l'avons vu précédemment, le transpola deptine a travers la BHE est
un phénomene saturable. Dans le cas de I'obésitEtéasée par une forte concentration
plasmatique en leptine, ce transport est diminuésiAles effets de la leptine au niveau
central sont amoindris, ce qui participe au phénmmrde résistance a la leptine (Banks WA
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al. 1999). De plus chez les souris DIO, l'injectionVi@le leptine induit I'activation de
STAT3 (méme faible) au niveau de I'hypothalamus. camtraire, I'injection de leptine par
voie intrapéritonéale (IP) n'a pas d'effet sur timation hypothalamique de STAT3 (El-
Haschimi Ket al. 2000).

Néanmoins I'obésité ne semble pas associée ainneution de I'expression de ObRa
au niveau des micro-vaisseaux de la BHE, et le mgcee par lequel le transport de la leptine
a travers cette barriére est altéré dans les camsité reste inconnu (Hileman Séil al.
2002).

[1.3.b. Résistance a la leptine et expression de @b

La résistance a la leptine est également la coeség d'une diminution de
I'expression du récepteur de la leptine, et plustipdierement de l'isoforme ObRb
(Widdowson P&t al. 1997). 1l existe en effet une relation entre lagxt plasmatiques de
leptine et I'expression hypothalamique de ObRbamwbent au niveau de 'ARC.

Les expériences de DIO induisent progressivemebésité. Les états intermédiaires
d’'obésité sont caractérisés par: i) une augmemtatie la masse grasse et une
hyperleptinémie, ii) une diminution des effets deléptine au niveau central suite & son
injection périphérique uniquement, son injectiorVI€oncervant la méme efficacité. Dans
cette situation, I'expression de ObRb au nivealiARC est augmentée (Lin & al. 2000).
Cette augmentation permet de contrecarrer la baeative de leptine au niveau central
résultant de l'altération de son transport a tradar BHE, et d’augmenter ainsi le signal
physiologique de la leptine. Les états avancésadelO correspondant a une obésité sévere
(résistance a la leptine centrale et périphériqueprefond déséquilibre de la balance
énergétique) sont caractérisés par une baisse Halpotiqgue de I'expression de ObRb qui
participe au phénomeéne de résistance a la leffiMigsey Jet al. 2003; Tortoriello DVet al.
2006). Concernant les rats ou souris résistants a la [b&3, données contradictoires sont
retrouvées dans la littérature, avec soit une dition, soit une augmentation de I'expression
de ObRb (Wilsey &t al. 2003; Tortoriello DVet al. 2006).

[1.3.c. SOCS-3, PTP1B et résistance a la leptine.
Comme nous l'avons vu, SOCS-3 et PTB-1B sont dgslateurs négatifs des voies
de signalisation activées par la leptine, decvitro et in vivo (Baskin DGet al. 2000;
Zabolotny JMet al. 2002).
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SOCS-3:

L'expression hypothalamique de SOCS-3, notammentnaeau de I'ARC, est
augmentédn vivo par une injection de leptine (centrale ou périgju&),. De plus, son
expression est également augmentée dans des moadlies d’obésité (Bjorbaek € al.
1998a) et la déficience en SOCS-3 (SOCS-3 +/-)reoatre le développement de I'obésité
induite par une alimentation riche en lipides (HoivaK et al. 2004). SOCS-3 joue donc un
réle primordial dans la sensibilité des celluledaaleptine, et par conséquent, dans le
phénomene de résistance a la leptine.

Au niveau du muscle squelettigue, SOCS-3 a ppetiéigalement a la régulation de
I'oxydation des acides graga I'activation de la voie AMPK par la leptine. Dales modeles
murins d’obésité induite par I'alimentation, I'exssion de SOCS-3 est augmentée au niveau
de ce tissu (Watt Médt al. 2006). Chez I'individu obése, I'activation de lai&z AMPK est
altérée dans les cellules musculaires isoléesamlgle d’'une augmentation de I'expression
de SOCS-3 (Steinberg GdRal. 2006). De plus, la surexpression de SOCS-3 dassealkiles
musculaires humaines isolées conduit a un défaliactevation de la voie AMPK en réponse
a la leptine (Steinberg GB al. 2006). SOCS-3 est donc également un médiateuade |
résistance a la leptine au niveau du muscle sdigglet stimulant le stockage de triglycérides
de ce tissu.

Au niveau du foie, I'inhibition de SOCS-3 chez Igsuris obeses DIO induit une
augmentation de la sensibilité a la leptine, etlemmela stéatose hépatique en normalisant le
niveau d’expression de SREBP1c (UekieKal. 2004). SOCS-3 est également exprimé au
niveau des ilots de Langerhans. La surexpressi@OdeS-3 spécifiguement au niveau de ces
cellules réduit I'effet liporégulateur de la lemi®n inhibant son action sur les enzymes du
métabolisme cellulaire (Shimabukurodtlal. 1997; Wang Zt al. 2000).

PTP1B :

Initialement, PTP1B était considéré comme un idily de I'action de I'insuline. Les
souris PTP1B KO présentent, en plus de leur hypsiisiité a I'insuline, une résistance a
I'obésité induite par une prise alimentaire richdipides (Elchebly Met al. 1999). Une étude
récente a montré que les souris présentant unitdéficPTP1B spécifiguement au niveau
central sont caractérisées par une perte de pbigseehypersensibilité a la leptiredprs que
sa suppression au niveau périphérique (muscldetrtnduit aucune modification du poids
total de I'animal (Bence Kket al. 2006). Ces auteurs suggéerent donc un rdle impoden

PTP1B dans I'établissement de la résistance ptaéeau niveau central. Cependant, aucune
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modification dans I'expression hypothalamique dePPB n’a été observée dans les cas
d’obésités murines ou humaine (Munzberg H, 2005). Miveau périphérique par contre,

I'expression de PTB1B est augmentée dans le faesdaris DIO, suggérant une implication

de cette protéine dans le processus de réesista@peidue a la leptine (et a I'insuline) (Lam

NT et al. 2006). A I'heure actuelle des compagnies pharntapes testent des inhibiteurs de

PTP1B dans le traitement de I'obésité et du syndrométabolique (Dadke S et Chernoff J
2003).

- La résistance a la leptine -

- L’'obésité est caractérisée par des niveaux plastigues de leptine élevés et par ung
absence d'effet de cette hormone. Ce phénomeéne, efip résistance a la leptine, es
responsable en grande partie des dérégulations phgkgiques caractéristiques de
'obésité et du développement des pathologies asgms. Plusieurs mécanismes sont
responsables de la résistance a la leptine :

—+

1- La diminution de l'efficacité du transport de la leptine a travers la BHE, diminuant
I'action biologique de la leptine au niveau central

2- La modification de I'expression de ObRb. Chez leat, I'expression hypothalamique
de ObRb est augmentée dans les stades précoces diveloppement de I'obésite,
améliorant la sensibilité a leptine. Au contraire,dans les stades avancés de I'obésit
I'expression hypothalamique de ObRb est diminuée.

[N

3- Un défaut d’activation des voies de signalisatioinduites par la leptine, impliquant les
protéines PTP1B et SOCS-3. La surexpression au niae central ou périphérique de ces
protéines, induit une insensibilité des tissus-cibk a la leptine. L'obésité est caractérisée
par une augmentation de I'expression hypothalamiquee SOCS-3.

lll. Leptine et fonction cardiaque

L'obésité est associée a un risque cardio-vaseuddévé, di en partie a la résistance a
l'insuline (diabete de type Il) et a 'augmentatides taux de glucose sanguins. Cet excés de
glucose est toxique et conduit a I'obstruction aléres et a la crise cardiaque.

L'obésité induit également des complications areau du tissu cardiaque lui-méme,
indépendamment des problémes de diabéte ou d’'leyyséoh. La leptine a une action anti-
hypertrophique sur le cceur et le phénoméne detadsis a la leptine participe a
I’hypertrophie des cardiomyocytes caractéristigee chs d’obésité (Barouch Lehal. 2003).

Cette hypertrophie participe au développement thanjes responsables d’arréts cardiaques
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(Zhang R et Reisin E 2000). La leptine participalément a la régulation de la contraction
des cardiomyocytes, en stimulant I'activité de @ synthase » (NOS) (Nickola M al.
2000). Des études ont également montré que lan&pinhibe la contraction des
cardiomyocytes en agissant sur le raccourcissedenes cellules ainsi que sur les courants
calciques transitoirggken J et Relling DP 2006).

Nous avons étudié, en collaboration avec I'équpePr Bonvallet, I'impact de la
leptine sur les courants électriques qui contrélerdontraction myocytaire, dans un modeéle
de cardiomyocytes ventriculaires isolés a partirale obeses DIO (voir Résultats-Discussion,

Etude | et la partie Publications).
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CHAPITRE 4 : Leptine, ghréline et fonction somatotiope.

L’hormone de croissance (GH) est une cytokinelstigée et sécrétée principalement
par les cellules somatotropes de I'adénohypophyseme son nom l'indique, cette hormone
est impliquée dans le processus de croissancésdas.tC’est en 1909 que Cushing démontra
pour la premiere fois la relation entre glande Ipjpsaire et croissance corporelle. La GH a
été isolée en 1944 & partir d’extraits hypophysaite bovins (Li C et Evans H 1944). Chez
les jeunes vertébreés, une sécrétion de GH plukefgie la normale induit le nanisme, tandis
gu’une sécrétion de GH trop élevée conduit au gigjaue.

En plus de ce role initial de la GH, les étudesi@as au cours des soixante dernieres
années ont permis d’élargir la fonction de cettemtome hypophysaire a d’autres processus

physiologiques que la croissance et en particaliarrégulation de la balance énergétique.

|. Hypophyse et cellules somatotropes.

L’hypophyse est considérée comme la glande enuogar référence et joue un réle
majeur dans le contr6le de nombreuses fonctionsiplegiques. Elle integre des signaux
hypothalamiques et périphériques et libére en rEpdes hormones hypophysaires qui
agissent sur différents tissus-cibles.

Anatomiquement, cette glande est localisée dares ecavité osseuse du corps
sphénoide, la selle turcique (Figure 24). L’hypaehgst reliée a I'hypothalamus au niveau du
troisieme ventricule par la tige pituitaire, et centact anatomique reflete le concept
physiologique d’axe hypothalamo-hypophysaire. EBe composée de deux lobes principaux
(antérieur et postérieur) séparés par le lobe nédraire. Le systeme circulatoire de
I'hypophyse est composé des veines hypophysairgérisures (systéme porte ou plexus
primaire) qui forment un premier réseau de capékiau niveau de la « pars tuberalis » ou
sont libérées les neurohormones produites pardasones hypothalamiques. Au sortir de la
« pars tuberalis » se forme un second réseau détap (plexus secondaire) qui irriguent le
lobe antérieur et se collectent en une veine hyysgite, drainant le sang contenant les

hormones hypophysaires.
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Fig 24: Anatomie de I'’hypophyse.

L’hypophyse est localisée au niveau de la selleique de I'os sphénoide et est reliée a I'hypothakau
niveau du troisiéme ventricule par la tige pitugaiCette glande endocrine est composée d’un lotdeieur
(adénohypophyse) et d’'un lobe postérieur (neuroplypse) séparés par le lobe intermédiaire.

I.1. L’hypophyse.

I.1.a. La neurohypophyse.

Le lobe postérieur de I'hypophyse ou neurohypophgst une structure de type
nerveuse. Les fibres nerveuses qui la composergspmndent aux prolongements axonaux
de neurones dont le corps cellulaire est localiséni@eau de I'hypothalamus. Ainsi, les
neurohormones sécrétées par le lobe postérieuresondalité synthétisées par des cellules
nerveuses hypothalamiques spécialisées. Deux hesnosont sécrétées par Ila
neurohypophyse : i) La vasopressine, (hormone iandique ADH), régule la diurese
(inhibition) et la tension artérielle (effet vasostricteur). ii) L'ocytocine joue un réle
primordial chez la femme enceinte en régulant lemtractions utérines lors de
'accouchement. Cette hormone stimule également &mmtractions des cellules

myoépithéliales du sein.

[.1.b. Le lobe intermédiaire.
Le lobe intermédiaire sépare les deux lobes ot de I'hypophyse. Il est composé
d'une seule population de cellules endocrines s@aréla « Melanocyte-Stimulating
Hormone» (MSH).
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[.1.c. L'adénohypophyse.

Le lobe antérieur ou adénohypophyse regroupe Jarittades cellules endocrines de

I'hypophyse. Il se prolonge vers la tige pituitgoa la « pars tuberalis » (Figure 25).
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Fig 25: Anatomie de I'adénohypophyse et de son systémirculatoire.

Les neurohormones hypothalamiques régulant la ti@crdes hormones adénohypophysaires sont libé
dans les veines hypophysaires supérieures complesplexus primaire. Au sortir de la tige pituigiil se
forme un second réseau de capillaires ou plexusndadire qui irrigue I'adénohypophyse et se collemie
une veine hypophysaire, drainant les hormones dyg@ophysaires GH, PRL, ACTH, LH/FSH et TSH.

rées

Six hormones sont synthétisées et sécrétées paretleles endocrines spécialisées de
'adénohypophyse, dont la GH et des hormones top@s (trophiques car elles agissent sur
d’autres glandes endocrines, contrairement a lagGiHpeut agir directement sur ses tissus-
cibles) : I'hormone thyréotrope (TSH) qui régulesignthese des hormones thyroidiennes ;
I’'hormone adrénocorticotrophe (ACTH) qui stimule &ynthése des corticostéroides ;
I'hnormone folliculo-stimulante (FSH) qui régule amétogenése; I'hormone lutéinisante
(LH) qui regule la production d’androgenes et dtomgenes/progestérone; FSH et LH

régulent la maturation du follicule ovarien ; laolactine (PRL ou LTH) qui stimule la

mammogenese et la production de lait.
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I.2. Les cellules somatotropes.

Les cellules somatotropes (cellules GH) synthitisesécretent la GH, et représentent
la principale source de GH plasmatique. La GH gsaleinent synthétisée par de nombreux
tissus de l'organisme (synthése ectopique) et tesgion de son récepteur GH-R est
ubiquitaire.

Les cellules GH sont majoritaires au sein de Faxdépophyse (40-60% des cellules
endocrines). Une étude a laquelle j'ai participéntre queles cellules somatotropes ne sont
pas distribuées aléatoirement parmi les autres stypellulaires endocrines de
I'adénohypophyse ((Bonnefont &t al. 2005) et le chapitre publications) (Figure 26En.
effet, elles sont reliées entre elles par des ctsteellulaires cellules GH / cellules GH,
formant un véritable réseau tridimensionnel (3Djrande échelle au sein de I'hypophyse
(Bonnefont Xet al. 2005). Ce réseau est composé d’amas de cellulesa(si que de
cordons unicellulaires (alignement de plusieurdules GH en file indienne). Cette
organisation tridimensionnelle évolue de I'embryan stade adulte, en relation avec la
sécrétion de GH. Bien que la fonction précise deéseau GH soit encore mal définie, une

telle organisation des cellules somatotropes estss@ire pour une secrétion de GH optimale.

“ 6.6 umt |4

Fig 26: L'organisation 3D en réseau des cellules GH.

A. Image d'un « stack » de cellules GH (70 um d'épaigsebtenue par microscopie bi-photonigBe.Le
méme « stack » analysé par « 3D orthogonal slicin@.>Représentation a I'échelle de I'hypophyse entiere
de l'organisation 3D des cellules GIB,E. Images de microscopie électronigue montrant Estacts
cellulaires entre cellules GH. D’aprés Bonneforatial, 2005.
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ll. Régulation de la sécrétion de GH.

[I.1. Caractéristiques de la sécrétion de GH.

Une des caractéristiques principales de la séorélie GH est son évolution au cours
de la vie d’'un individu. Bien que la GH ne sembles gmpliquée directement dans la
croissance du feetus, celle-ci est synthétisée'lpgrdphyse dés le stade embryonnaire®{70
jour chez 'homme, E15-E16 chez la souris et Ig(Bégeot Met al. 1977). Chez 'lhomme et
les rongeurs, la sécrétion de GH augmente fortejusta apres la naissance, puis revient a un
niveau faible jusqu’a la puberté. Pendant cetteogdérde maturation sexuelle, la sécrétion de
GH est maximale puis celle-ci diminue progressivena@ec I'age (Figure 27).

La GH sécrétée par les cellules somatotropes smorel a de la GH néo-synthétisée
ou stockée dans des granules de sécrétion, penmatia libération d’hormone en grande
quantité sur un temps trés court. La sécrétion Hen@st pas continue dans le temps mais
pulsatile : elle est caractérisée par une sécrétimale ponctuée par des pics de sécrétion. Le
niveau plasmatique de GH reflete ces épisodesitnars de sécrétion. Ce profil de sécrétion

particulier est indispensable pour une action lgigjoe optimale de la GH.
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Fig 27: Evolution de la sécrétion de GH avec I'agehez le rat.
L’amplitude et la fréquence des pics de sécrétm@GH sont maximales au cours de la maturation dexug
puis diminuent progressivement avec I'age. D’ap@gpeler Let al., 2004a.

Les pics de sécrétion de GH ne sont pas aléateiredistribués dans le temps, méme
s'il existe une variabilité entre individus (varibté trés faible chez les rongeurs dans les
conditions d’élevage en animalerie). L’amplituddaefréquence des pics de sécrétion varient
en fonction de nombreux parametres physiologigoasnte 'activité physique, le sommeil,

le stress, la prise alimentaire... La sécrétion de €sHfinement régulée par de nombreux
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acteurs périphériques et centraux, et notammentlgmrsécrétagogues hypothalamiques
« Growth Hormone-Releasing Hormone » (GHRH) et m&otropin- Releasing Inhibiting
Factor » (SRIF).

[1.2. Les sécrétagogues hypothalamiques GHRH et SRI
[I.2.a. GHRH.

Le GHRH ou GRF (« GH-Releasing Factor ») est stigh dans des neurones
hypothalamiques spécialisés, localisés principaterae niveau de 'ARC, et a un moindre
degré au niveau de I'hypothalamus ventro-médian KNYMBloch B et al. 1983). Ce
neuropeptide est sécrété dans le systeme cira@atgpophysaire a partir de terminaisons
nerveuses localisées au niveau de la pars tubdraliSHRH est également synthétisé dans
d’autres tissus périphériques et au niveau de dpjagse ou il pourrait agir au niveau local
(action paracrine/autocrine) sur la régulationalsdcrétion de GH (RaucheCal. 1995).

In vivo, le GHRH stimule la synthése et la sécrétion de &hki que la prolifération
et la différenciation des cellules somatotropeabkence de GHRH entraine la suppression de
la sécrétion de GH. Le récepteur du GHRH (GHRH{spaatient a la famille des RCPG. Son
activation dans les cellules somatotropes stimigbgpiession et I'activation du facteur de
transcription Pit-1, impligué notamment dans lans@iption du génegh. Elle provoque
également la dépolarisation des cellules GH pactiVation de canaux calciques et
potassiques, conduisant a I'exocytose de la GHeomet dans les grains de sécrétion
(Barinaga Met al. 1985).

[1.2.b. SRIF (ou somatostatine).

Le SRIF est synthétisé dans des neurones spésialiscalisés principalement au
niveau des noyaux péri- et paraventriculaires Hygamiques. Il est également exprimé dans
d’autres tissus comme le pancréas, I'estomacraes$tin. Le SRIF est également, comme le
GHRH, synthétisé dans I'hypophyse ou il influenee sécrétion de GH par son action
paracrine (Pagesyd®al. 1989).

Le SRIF est sécrété dans le systeme porte hypaplya partir de terminaisons
nerveuses localisées au niveau de la « pars tigoerah vivo, ce neuropeptide inhibe la
sécrétion de GH mais ne semble avoir aucun effelassynthése de cette hormone et sur la
prolifération des cellules somatotropes (NambaeHal. 1989). Le récepteur de la

somatostatine (stt-R) appartient a la famille d€PB. A I'heure actuelle, cing isoformes du
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sst-R (sst-1R a sst-5R) ont été décrites, maiesdak isoformes 1, 2 et 5 sont impliquées
directement dans la régulation de la sécrétion He IGactivation des sst-R et des voies de
signalisation sous-jacentes conduit a I'inhibitida la sécrétion de GHja la régulation de

canaux potassiques et calciques.

[I.1.c. Intégration des signaux GHRH et SRIF par ls cellules
somatotropes.
Le SRIF et le GHRH inhibe et stimule respectivetransécrétion de GH, mais le
SRIF régule également la réponse des cellules stmopes au GHRH et réciproquement. Le
motif pulsatil caractéristique de la sécrétion del @st la conséquence d'un équilibre

complexe entre ces deux sécrétagogues hypothalamiqu

Taux de sécrétion U W o
de SRIF 1

Taux de sécrétion

de GHRH T I I
Taux de sécrétion 1
de la GH T td~ !

Temps (heure)

Fig 28: Intégration des signaux GHRH et SRIF par le cellules somatotropes.

Chez I'hnomme et les rongeurs, la génération des gisodiques de GH est le résultat d'une sécrékion
GHRH augmentée, associée a une diminution de l&tsg#trde SRIF. Les pics de sécrétion de GH peuyent

Harvey Set al. 1994.

Chez 'homme et les rongeurs, la génération desgptsodiques de GH est le résultat
d’'une sécrétion de GHRH augmentée, associée a iamaution de la sécrétion de SRIF
(Figure 28). Le SRIF est considéré comme le praddi@gulateur de la fréquence des pics de
sécrétion. Ainsi un pic de GH peut résulter d’ugerétion de GHRH continue et inchangée,
associée a une sécrétion de SRIF diminuée (Fig8fe Gependant, la persistance d'une
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sécrétion pulsatile en absence de SRIF et souslation continue de GHRH suggére que le
GHRH peut également induire des phases épisodidgiecrétion de GH (HarveyeBal.
1994). Entre deux pics de sécrétion de GH, la téoréle GHRH est faible, tandis que la
secrétion de SRIF est élevée.

-‘— Hypothalamus
—> GHRH\ J \+
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Ghrelin . -
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~

Estomac
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Fig 29: L’axe somatotrope et ses boucles de rétrocwale négatif.

Le GHRH et la somatostatine ((SS) ou SRIF) régukesécrétion de GH qui en retour inhibe la séorétie
GHRH et stimule celle de SRIF. La GH stimule ladurction d’IGF-I qui en retour inhibe la sécrétioa d
GH au niveau hypophysaire, stimule la sécrétion SRIF et inhibe celle de GHRH au niveau
hypothalamique.

[1.3. L’axe somatotrope et les boucles de rétroconble négatif.

L'axe somatotrope (axe GH) est composé des nesirbppothalamiques GHRH et
SRIF, des cellules GH et du foie qui sécréte I'sulm-like Growth Factor-l » (IGF-I) ou
somatomédine C (Figure 29). La GH stimule la semméd’'IGF-1. La GH exerce ses effets
biologiques directement ovia IGF-I, et selon les tissus-cibles la GH et IGFglsaent en
synergie ou au contraire induisent des effets aggos

IGF-1 régule la sécrétion de GH, par un proceskugetrocontréle négatif. Ainsi, IGF-
I inhibe la synthese et la sécrétion de GH en agtsdirectement au niveau hypophysaire, ou
en stimulant la sécrétion de SRIF et inhibant cdlleGHRH au niveau hypothalamique (Sato
M et Frohman LA 1993). La GH elle-méme effectue boecle de rétrocontréle négatif au
niveau hypothalamique ou elle inhibe la sécrétierGHHRH et stimule celle de SRIF (Figure
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29) (Giustina A et Veldhuis JD 1998Yes systémes de rétrocontrole participent forteraent

I'établissement de la sécrétion pulsatile carastigue de la GH.

[1.4. Les signaux périphériques.

L'axe somatotrope et la sécrétion de GH sont égular de nombreux signaux
périphériques. Nous ne détaillerons pas ici cdéreifts régulateurs, qui sont trés bien décrits
dans I'excellente revue de Giustina et Veldhuisu@Bna A et Veldhuis JD 1998).

[1.5. Nutrition, glycémie, acides gras libres et sgrétion de GH.
[I.5.a. La prise alimentaire.

Le statut nutritionnel de I'organisme est I'un dégulateurs de la sécrétion de GH.
Chez les rongeurs, la restriction alimentaire ibdwuie forte réduction du taux de GH
plasmatique (Janowski B& al. 1993). Cependant, et c’est un point importantéiger pour
comprendre les différentes études publiées surjét, da sécrétion de GH est augmentée par
la restriction alimentaire chez 'lhomme, les priesatle lapin, la vache, le porc, le mouton...

Chez I'homme, le niveau de GH plasmatique augmeatéle jeline est le résultat
d’'une augmentation de la fréquence et de 'ampditdes pics sécrétion de GH, conséquence
d’'une augmentation de la sécrétion de GHRH assaciéee réduction de celle du SRIF. Bien
evidemment, les modifications de la sécrétion de sEcrétagogues hypothalamiques sont

liées aux réarrangements hormonaux et métabolagsexciés a la restriction alimentaire.

[1.5.b. La glycémie et I'insuline.

L’hypoglycémie stimule la sécrétion de GH cheofitme tandis que I'hyperglycémie
I'inhibe chez 'lhomme et le rat (Masudaefal. 1985; Harvey St al. 1994). Curieusement,
chez la souris la glycémie ne semble pas particptx régulation de la sécrétion de GH
(Harvey Set al. 1994). Cet effet du glucose est médié principaferpar I’hypothalamusyia
des neurones sensibles au glucose régulant I'ectieis neurones a GHRH et SRIF (Harvey S
et al. 1994). Le glucose agit également au niveau hypsgihg/ en inhibant la sécrétion de GH
en réponse au GHRH (mais pas la sécrétion basate) ah modéle de culture de cellules
hypophysaires de rat (Renier G et Serri O 1991).

L’insuline, en plus de son action sur la glycénpiasticipe directement a la régulation
de la sécrétion de GH. Cette hormone pancréatigiie aai niveau hypothalamique en

stimulant la sécrétion de SRIF chez les rongeuttheinme (Harvey St al. 1994). Une
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action hypophysaire de l'insuline sur la sécréte GH reste soumise a controverse,
principalement a cause des études contradictooasecnant I'expression hypophysaire du
récepteur de linsuline. Cependant des études étécté I'expression du récepteur de
I'insuline dans I'hypophyse, et de nombreux réggltonvaincants ont été obtenus dans des
modeles de culture de cellules hypophysaires (YhitzaS et Melmed S 1986; Luque RM et
Kineman RD 2006). Chez le rat, l'insuline augmeide quantité plasmatique d’IGF-I
biologiqguement active en induisant une diminutias daux plasmatiques de sa « binding-
protein », et augmente ainsi la boucle de rétrabtmnégatif de I'lGF-I sur la sécrétion de
GH (Brismar Ket al. 1994; Frystyk & al. 1995).

[1.5.c. Les acides gras libres (FFA).

La GH exerce un effet lipolytique sur le tissupedix, induisant une libération de
glycérol et de FFA dans la circulation sanguinee(fiez C et Casanueva FF 1995). Les FFA
inhibent en retour la sécrétion de GH chez I'honehées rongeurs (Imaki & al. 1985;
Alvarez CV et al. 1991). L'effet des FFA sur la sécrétion de GH pwidié par une
augmentation de I'expression et de la sécrétioBRE- au niveau hypothalamique (Imaki T
et al. 1986). Cependant les FFA agissent principalemantassécrétion de la GH au niveau
hypophysaire (Casanueva Bral. 1987; Alvarez C\et al. 1991).

lll. GH et métabolisme.

[11.1. GH et contrle central de la balance énergéque.

GH-R est exprimé au niveau de I'hypothalamusijtee@incipal de la régulation de la
prise alimentaire. Selon les études, I'injectionGld augmente la prise alimentaire chez les
rongeurs ou n'a pas d'effet (Clark R&al. 1985; Azain MJet al. 1995). Cette différence
peut s’expliquer par le mode d’injection de la Gtseuléve la question de la différence entre
les effets périphériques et centraux de la GH. Ehdst également exprimée au niveau du
systéme nerveux central et plus particulierementiggothalamus (Hojvatb Ht al. 1982;
Gossard Fet al. 1987). Une étude récente montre que les sourisgémiques surexprimant la
GH au niveau central sont caractérisées par uneneutgtion de la prise alimentaire
conduisant a I'obésité. Ces souris sont égalemardctérisées par une augmentation de
I'expression hypothalamique de AgRP et NPY (BohjedlM et al. 2005). Ces données
montrent I'impact de la GH sur la régulation debkance énergétique et I'interconnection
entre cette hormone et le réseau des neuropeptieeigenes.
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Les souris GH-R KO présentent un phénotype caxepl&n plus d’'un défaut de
croissance et d’'un retard de la maturité sexulelle, niveau de GH plasmatique est élevé tout
au long de leur vie (Zhou % al. 1997; Chandrashekar & al. 1999; Coschigano K&t al.
2000). Ces souris sont également caractériséesngaaugmentation de la prise alimentaire,
des taux circulants de leptine et de la masse grd8erryman DEet al. 2004). Chez
’homme adulte, les patients atteints par une a&fae en GH sont plus sensibles a I'obésité
que les individus sains ; le traitement de rempterd de la GH induit une baisse de la masse
grasse chez ces malades (Bengtsson déB/al. 1993), et de facon contradictoire une
augmentation de la prise alimentaire (Snet d. 1995).

[11.2. GH et métabolisme glucidique.

La GH a un effet anti-insuline, chez les rongeerschez 'homme, excepté dans
certains cas particuliers (Press M 1988). Les aégates sont méme diabétiques. Tandis que
I'insuline stimule la lipogenése et l'utilisationudglucose, la GH stimule la lipolyse et
participe au maintien de la concentration plasroatien glucose.

Chez ’homme, I'injection de GH entraine, apres agtion « insulin-like » transitoire
(baisse du taux de glucose), une réduction denailsété de I'organisme a I'insuline (par
I'inhibition des substrats des récepteurs a insuliRS1 et IRS2 et de la synthése des
transporteurs de glucose GLUT-1 et GLUT-4 (Smith &Ral. 1997)). Par voie de
conséqguence, le taux de glucose circulant augnetrtetilisation du glucose par le muscle
squelettigue notamment diminue. La GH stimule égald la production de glucose par le
foie en stimulant la glycogénolyse, directementvoal la stimulation de la production de
glucagon par le pancréas. Ainsi, chez 'homme,dfaentation de la sécrétion de GH au
cours du je(ne tend a prévenir la réduction despéasmatiques de glucose.

IGF-I a, contrairement a la GH, une action « imslike » permanente et est donc, en
plus du médiateur de la GH dans la croissance, odulateur des effets de la GH sur le
métabolisme. Cependant, méme si l'injection d’'llG¢hez I'homme réduit la résistance a
I'insuline induite par la GH (Hussain ket al. 1994), les experts s’accordent pour dire que la
quantité plasmatique d’IGF-1 biologiguement actitans des conditions physiologiques
standard ne semble pas suffisante pour avoir utienasignificative sur l'utilisation du

glucose par les tissus (HarvegtSl. 1994).
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[11.3. GH et métabolisme lipidique.

La GH a une action lipolytique. L'injection de Gt¢hez I'homme et les rongeurs
entraine une augmentation des FFA et du glycénos dea sang (Copeland KC et Nair KS
1994). La GH inhibe en paralléle le stockage degytérides dans le tissu adipeux. Dans
I'ensemble des tissus périphériques, elle stiniakytlation des FFA circulants.

Chez 'hnomme et les rongeurs, l'injection aiguéGdP-1 stimule le stockage des FFA
et la différenciation/prolifération adipocytairee@@ndant, I'infusion continue d’IGF-1 semble
avoir un effet lipolytigue comme la GH, suggéranteqcontrairement au meétabolisme
glucidique, la GH et IGF-I ont une action synergicuur le métabolisme lipidique (Hussain M
et al. 1994).

[11.4. GH et métabolisme protéique.

La GH a un effet anabolique sur le métabolismegigae. Ainsi, chez les rongeurs et
chez 'homme, la GH stimule I'absorption des acidesinés par les cellules des tissus
périphériques, notamment le muscle squelettiqueelb& stimule également [lactivité
transcriptionelle. Chez les patients atteints ddiciddice en GH, le traitement de
remplacement de la GH induit une augmentation dgrighése protéique dans I'ensemble des
tissus (Russell-Jonesddal. 1993).

L'administration d’'IGF-I (injection aigué ou parfusion) induit une augmentation de
la synthése protéigue dans les tissus-cibles (Fgybul994; Russell-Jones & al. 1994).
Concernant le métabolisme protéique, IGF-I et Glissmmt en synergie, et 'hormone de
croissance induit ses effets directementviauGF-I.

- La sécrétion de GH et son action sur le métabolise -

112

- La GH est synthétisée et sécrétée principalememtar les cellules somatotropes d
I'adénohypophyse. Ces cellules sont organisées amnéseau 3D a grande échelle au sejn
du parenchyme adénohypophysaire.

- La sécrétion de GH est pulsatile et cette pulsété est indispensable pour son action
physiologique optimale. La GH peut agir sur ses t@us cibles directement owia la
synthése d’'IGF-1 par le foie.

- La sécrétion de GH est régulée principalement pales sécrétagogues hypothalamiques
GHRH (stimulateur) et SRIF (inhibiteur), et par de nombreux autres facteurs agissant
au niveau hypothalamique sur ces sécrétagogues ou miveau des cellules somatotrope
directement.

[72)
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- La GH et IGF-1 inhibent la sécrétion de GH par unmécanisme de rétrocontréle
négatif.

- La restriction alimentaire inhibe la sécrétion deGH chez les rongeurs tandis qu’elle la
stimule chez 'lhomme. L’hypoglycémie stimule la sé&étion de GH chez 'homme tandis
que I'hyperglycémie I'inhibe chez I'homme et le ratL'insuline inhibe la sécrétion de GH
chez 'homme et les rongeurs en agissant au nivehypothalamique, hypophysaire, et en
augmentant la quantité d'IGF-1 biologiquement actie et son rétrocontréle. Les acide
gras libres inhibent également la sécrétion de GHhez I'hnomme et les rongeurs.

A

- La GH est impliquée dans le contréle de la balamcénergétique et régule la prise
alimentaire en agissant au niveau de I'hypothalamusChez 'homme, la GH a effet anti-
insuline et participe au maintien de la concentrabn plasmatique en glucose. La GH
une action lipolytigue chez I'homme et les rongeurset inhibe le stockage de
triglycérides dans le tissu adipeux. Elle favoriseégalement I'oxydation des FFA
circulants comme source d'énergie dans I'ensembleed tissus. La GH a un effet
anabolique sur le métabolisme protéique, chez ’home et les rongeurs.

55

U7

V. La leptine et 'axe somatotrope.

La leptine régule la sécrétion de GH, et ce fatittemmunément admis par 'ensemble
de la communauté scientifique (Casanueva FF etugied 1999; Ahima RS et Flier JS
2000). Cependant, cette régulation est un phénoménglexe a étudier et il existe de
nombreuses informations contradictoires, notamraente mode d’action de la leptine sur la
sécrétion de GH. Les variations obtenues entre dérentes études dépendent
principalement du modéle animal utilisé, des cood# nutritionnelles et du mode

d’administration de la leptine
IV.1. Leptine et sécretion de GH.

Chez le rat alimenté, l'infusion ICV de leptine pant sept jours (1.2 pg/jour)
augmente I'amplitude des pics de GH et la répons&idRH, tandis que linjection ICV
aigué de leptine n’induit pas de modification deséxrétion de GH (Carro & al. 1997;
Tannenbaum G&t al. 1998). Cependant, une seule injection ICV d’ampsoanti-leptine
(immuno-neutralisation) induit une baisse de laét#m spontanée de GH ( Figure 30) (Carro
E et al. 1997). Chez le rat soumis a une restriction altaies de trois jours, la sécrétion de
GH disparait, mais l'injection ICV de leptine (1@/jour pendant les trois jours de restriction)
prévient la baisse de GH (Figure 30) (Carrcetkal. 1997; Vuagnat Bet al. 1998). Ces
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données suggerent que la leptine stimule la séoréle GH chez le rat, mais que la
concentration endogene de cette hormone adipoeyéierce un effet maximal dans des
conditions standard. L'action de la leptine sur Gad est donc dépendante du statut

métabolique de I'animal (aliment@rsus en restriction alimentaire).
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Fig 30: Effets de l'injection ICV de leptine sur lasécrétion de GH.
Ces graphiques représentent les profils de sénrédoGH chez le rat contréle alimenté ou soumis a|une
restriction alimentaire, aprés une injection IC\articorps anti-leptine (Ac-leptine) ou de lepti® (.g).
D’aprés Carraet al, 1997.

Chez I'homme, la restriction alimentaire stimulesécrétion de GH, et logiquement la
leptine semble avoir un effet inhibiteur sur sarétéon (Roh S-Gat al. 2001). Cependant, la
synthése et la sécrétion de GH sont altérées @sermhgeurs et les patients atteints d’'une
déficience en leptine ou en récepteur de la lepsnggérant un effet stimulateur de cette
hormone adipocytaire sur la sécrétion de GH (Tabaem GSet al. 1990; Clement ket al.
1998; Ozata Met al. 1999).

102



Introduction bitrjraphigue — Leptine, ghréline et fonction somatmér

IV.2. Mode d’action de la leptine sur la sécrétiorde GH.
Il existe de nombreuses informations contradie®idans ce domaine. Si I'action
hypothalamique de la leptine dans la régulatiofadscrétion de GH fait consensus, un effet

direct au niveau hypophysaire reste soumis a coerse.

IV.2.a. Au niveau hypothalamique.
ObRb est exprimé au niveau de I'ARC, du VMH et BN, ou sont localisés
principalement les corps cellulaires des neuron8siRH et SRIF (Jacobowitz Bt al. 1983;
Kiyama H et Emson P 1990). Il existe logiguementlien entre la leptine et ces deux

sécrétagogues hypothalamiques.
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Fig 31: Effets du GHRH et du SRIF sur la régulationde la sécrétion de la GH par la leptine
Ces graphiques représentent des profils de séerédidGH chez le rat soumis a une restriction aliaient
apres une injection ICV d’anticorps anti-SRIF (ARIE) ou anti-GHRH (Ac-GHRH) seule (panneaux (de
gauche) ou associée a une injection de leptine §1l@anneaux de droite). D'aprés Caetal, 1999.

Chez le rat soumis a une restriction alimentdirejection ICV d’anticorps anti-

GHRH bloque l'effet stimulateur de la leptine sar décrétion GH, tandis que I'injection
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d’anticorps anti-SRIF le stimule (Figure 31) (Carfo et al. 1999). Chez les rats
hypophysectomisés (absence du rétrocontrdle ndugtibthalamique de la GH), l'injection
ICV de leptine induit une augmentation de I'expi@ssdu GHRH et une diminution de
I'expression de SRIF (Carro & al. 1999). Dans un modéle de culture primaire de mego
hypothalamiques, la leptine inhibe I'expressionSRIF et sa sécrétion (Quintela & al.
1997).

Le neuropeptide NPY joue un réle prépondérant dmmégulation de la sécrétion de
GH. Comme nous l'avons vu, la leptine inhibe latbgse et la sécrétion de NPY au niveau
de I'ARC. Chez le rat alimenté, I'injection ICV d¢PY induit une suppression totale ou
partielle de la sécrétion de GH, mais il existe desnées contradictoires dans la littérature
(Rettori V et al. 1990; Pierroz DDet al. 1996). Chez le rat en restriction alimentaire,
I'injection ICV de NPY inhibe l'effet de la leptinsur la sécrétion de GH (CarroeE al.
1998). Les neurones NPY de I'ARC sont connectésnauxones SRIF du PVN et l'injection
de NPY stimule la sécrétion de SRIF au niveau digka pituitaire (Hisano %t al. 1990;
Rettori Vet al. 1990). Il existe également un lien fonctionnelrerés neurones NPY et les
neurones GHRH. L’injection ICV de NPY induit unemdinution de I'expression de GHRH
chez le rat et la souris controles (Raposinhod@l. 2001). Cependant, I'expression du
GHRH n’est pas altérée chez les sooh&b malgré I'expression de NPY élevée, suggeérant
que la relation entre NPY et GHRH est dépendantstatiut métabolique (Luque RB al.
2006b; Lugue RM et Kineman RD 2006). Ainsi, I'inhibn des neurones NPY par la leptine
induit une augmentation de la sécrétion de GH enu#dnt I'expression de GHRH et en

inhibant la sécrétion de SRIF.

IV.2.b. Au niveau hypophysaire.

L’action de la leptine sur la sécrétion de GHediement au niveau hypophysaire, est
soumise a controverse, principalement a cause dearigté des données existantes sur
I'expression hypophysaire du récepteur de la leptihinsi, si I'expression de l'isoforme
courte ObRa au niveau de I'hypophyse est généraleaumise, la présence de ObRb dans
cette glande endocrine fait débat. Dans tous les ikane faut surtout pas oublier les
nombreuses évidences concernant la capacité de ®bBiver des voies de signalisation en
réponse a la leptine, méme si la majorité de aetedtont été réaliségsvitro. ObRa peutia
la voie IRS/PI3K réguler I'activation de canaux gegiques, le systeme NO, ainsi que la
quantité d’AMPc, des composants majeurs du prosedsisecrétion de la GH. La capacité de
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ObRa a induire des voies de signalisaiionivo dans les cellules somatotrophes n’a pas été

étudiée jusqu’a présent.

Expression hypophysaire de ObR.

Chez 'homme, I'équipe de Lloyd a mis en évidenua, RT-PCR et hybridatiom
situ, I'expression de ObRa et ObRb dans 'hypophysdtadt dans les adénomes GH (Jin L

et al. 1999) (Figure 32). Ces résultats ont été confirpgdsun autre groupe de recherche

(Dieterich K et Lehnert H 1998). De facon contragiie, I'équipe de Melmed a montré que si

ObRa est exprimé dans I'hypophyse a tous les &jeRb n’est exprimé qu’au stade feetal et
est absent chez I'adulte, excepté dans les aden@méShimon let al. 1998).
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Fig 32: Expression de ObRa et ObRb dans I'hypophyse.

normale. 4 et 5: adénomes GH.

B. Méme analyse chez le rat. 1: hypophyse normaléyrgéé GH3. D’aprés Jin & al, 1999 et 2000.

B
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A. Analyse par RT-PCR de I'expression de ObRa et Oddrts I'hypophyse, chez 'lhomme. 1: hypophyse

Chez le rat, ObRa et ObRb sont exprimés dans d'plgpse fcetale et adulte (Figure
32) (Morash Bet al. 1999; Jin Let al. 2000; Morash Bt al. 2001). ObRb est exprimé dans
I'adénohypophyse de souris adultes (Cai A et HFl@998). Chez la brebis et le porc, ObRb
et ObRa sont exprimés au niveau hypophysaire (Byet al. 1997; Lin Jet al. 2000).
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Par la techniqgue dimmuno-marquage, en utilisant anticorps reconnaissant
I'ensemble des isoformes de ObR, ['équipe de @lakmis en évidence une expression
d’ObR dans environ 70% des cellules GH chez le omogigbal Jet al. 2000). Chez le rat,
I'équipe de Osamura a montré I'expression de Obi® @2% des cellules GH (Soneét/al.
2001).

Action directe de la leptine sur les cellules sowtabpes :

Chez 'homme, la leptine stimule la sécrétion d¢ @ans des cultures d’hypophyses
foetales (Shimondt al. 1998).

Chez le rat, la leptine (20 pg/mL) stimule la ééion basale de GH dans un modeéle de
culture primaire de cellules adénohypophysairessaja’une concentration de 200 pg/mL de
leptine n'a aucun effet sur la sécrétion de GH. ébejpant ces deux doses de leptine (20
png/mL et 200 pg/mL) potentialisent la réponse auRBH (Mizuno | et al. 1999). Chez la
souris, la leptine (10 et 100 ng/ml) stimule larééon de GH dans un modele de culture
primaire de cellules adénohypophysaires, mais asageffet sur I'expression ARNm de la
GH (Luque RMet al. 2006b).

Chez le porc, la leptine stimule la sécrétion d¢ IGrsqu’elle est appliquée sur des
tranches d’adénohypophyses ou dans des culturesipes de cellules hypophysaires isolées
(Baratta Met al. 2002; Saleri Ret al. 2004; Saleri Ret al. 2005). A partir de ce dernier
modéle d’étude, d’autres effets de la leptine détrdis en évidence. La leptine augmente
I'expression du géngh et stimule la production de NO méme si son adianla sécrétion de
GH semble indépendante de cette voie (Baratea &l 2002; Saleri Ret al. 2005). De plus la
leptine potentialise I'effet du GHRH sur la séavétide GH (Baratta Mt al. 2002), et la
stimulation par le GHRH induit une diminution deXpression de ObRb (Lined al. 2003).
Ces données suggerent que le GHRH joue un rél®pdépant dans la sensibilité des cellules
somatotropes a la leptine, et réciproquement.

Chez la vache, dans un modele de perfusion d’etglHadénohypophyses obtenus a
partir d’animaux alimentés, la leptine (5 ng/mL @1ng/mL) inhibe la sécrétion basale de
GH, mais potentialise la réponse au GHRH (ZiebadbAl. 2003). Dans le cas d’explants
d’adénohypophyses obtenus a partir d’animaux sownisne restriction alimentaire, la
sécrétion de GH augmente légerement pour des ctratiens faibles de leptine (<5 ng/mL),
tandis que les fortes concentrations (>5 ng/mLs@mmblent pas avoir d’effet ; de plus, la
leptine ne potentialise pas I'effet du GHRH dans cenditions expérimentales (Zieba BA

al. 2003). Dans le méme modéle animal, la leptineiqp@é sur des cultures primaires de
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cellules somatotropes (24 h de traitement AMID inhibe I'expression des géngls etghrh-r,
et donc la réponse au GHRH (Roh S&b al. 2001). Dans les mémes conditions
expérimentales, un traitement de leptine K240’ M) stimule la sécrétion basale de GH
, tandis qu’un traitement de 30 min (1M) n'a pas d’effet (Roh S-@t al. 1998). Il semble
donc que chez la vache, la leptine a un effet adpmos la synthese de la GH et sur sa
sécrétion, et un effet opposé sur la sécrétionldasaGH et en réponse au GHRH.

En conclusion, malgré des données contradicteieéen les modeles animaux et les
conditions expérimentales, il existe néanmoins dmbreuses preuves d’'une action de la

leptine sur la sécrétion de GH, directement auanivieypophysaire.

>
vs)

8

Cellule endocrine /
cellule leptine (%)
cellule ObR (%)

cc38&8883888

Cellule endocrine /

I &
GH PRL ACTHTSH L FSH GH PRL ACTHTSH LH FSH
cellules endocrines cellules endocrines

Fig 33: Action paracrine de la leptine au niveau hypphysaire.

Co-localisation immunohistochimique des celluledammines de I'adénohypophyse exprimant la leptie
et son récepteuB]. D’aprés Sone Mt al., 2001a et b.
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IV.2.c. Action paracrine de la leptine hypophysairesur la sécrétion de GH.

La leptine est exprimée au niveau de I'hypophysezd’homme et les rongeurs. Le
rble de cette leptine hypophysaire dans le contrdée la sécrétion des hormones
adénohypophysaires est encore mal défini (Jhdl. 1999; Morash Bt al. 1999; Jin Let al.
2000). La leptine semble exprimée majoritairememtsdles cellules TSH et LH/FSH, méme
s'il existe des données contradictoires (Sone @smura RY 2001) (Figure 33). Selon les
mémes auteurs, le récepteur de la leptine estregpitans I'hypophyse au niveau des cellules
GH principalement (Sone M al. 2001) (Figure 33). Ces données suggeérent I'existefun
mécanisme paracrine entre les cellules TSH et LH/p®duisant la leptine, et les cellules
GH exprimant son récepteur. Si un tel mécanisme\&dfié, cet effet paracrine de la leptine

hypophysaire pourrait participer a la régulationlalesécrétion de GH, indépendamment du
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statut métabolique de I'organisme. Néanmoins, Iésamismes de régulation de la sécrétion

de leptine hypophysaire sont a I'heure actuellermcis.

- Action de la leptine sur la sécrétion de GH -

- La leptine stimule la sécrétion de GH. Cependaria concentration endogene de lepting
semble exercer une action maximale sur la GH dansd conditions standard.

117

- La leptine agit au niveau hypothalamique en stimlant I'expression de GHRH et en
inhibant celle de SRIF. La leptine régule égalemenitexpression de ces sécrétagogues
hypothalamiques en agissantia les neurones NPY dont I'activation inhibe I'expresion
de GHRH et stimule celle de SRIF.

- Une action de la leptine directement au niveau Ippphysaire reste soumis a
controverse. Cependant plusieurs études ont montrgue ObRa et ObRb sont exprimés
dans I'hypophyse, chez 'homme et les rongeurs. OQ®us la leptine stimule la sécrétion
de GH basale et en réponse au GHRH dans des modelds cultures primaires
d’adénohypophyse.

V. Ghréline et axe somatotrope.

V.1. Découverte de la ghréline.

En plus du GHRH et du SRIF, il existe un acteujemmade la régulation de la
sécrétion de GH : les sécrétagogues de la GH (GB&)yers CYet al. 1980; Bowers CY
1998). Les GHS ont été découverts au cours d’étpbdasmacologiques visant a développer
des molécules stimulant la sécrétion de GH, etdlsespondaient a l'origine a des peptides
synthétiques dont les plus connus sont le GHRP-&H<Releasing Peptide-6 ») et
I'hexaréline. L’injection intraveineuse de ces pegs stimulent la sécrétion de GH chez
I'hnomme et chez le rat et ils sont encore courantraglisés dans les laboratoires et en tests
cliniques.

Ce n’est qu'en 1996 que le récepteur des GHS (BH&- été découvert et cloné
(Howard AD et al. 1996). Le GHS-R appartient a la famille des RCRGest exprimé
principalement au niveau de I'hypophyse et de lgthplamus (Guan X-Mt al. 1997). Deux
isoformes de ce récepteur ont été décrites, GHS@ 1k, mais seul GHS-Rla semble
impliqgué dans les effets biologiques de la ghrélib@ns ce manuscrit, nous généraliserons la

nomenclature en nommant GHS-R l'isoforme 1la.
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Le ligand endogéne du GHS-R a été isolé en 198amtsé ghréline (Kojima Mt al.
1999). Il s’agit d’'une hormone synthétisée priadgment par I'estomac. A l'origine, cette
hormone était uniquement considérée comme un régulae la sécrétion de Ghh vivo,
chez 'homme, la ghréline a comparativement plusffet sur la sécrétion de GH que le
GHRH (Arvat Eet al. 2001). Suite a la découverte de la ghréline, lamnanauté scientifique
a rapidement réalisé que cette hormone stomacadéeggalement un réle prépondérant dans
la régulation de la balance énergétique. La gheédist également impliquée dans d’autres
fonctions biologiques comme la motilité gastriqliactivité pancréatique, le sommeil ou la
fonction cardiovasculaire (pour références : (HtTvEL et al. 2001)).

V.2. Ghréline et sécrétion de GH.

L’injection intraveineuse de ghréline induit unegeentation de la sécrétion de GH
chez 'homme et le rat (Figure 34) (Kojima &flal. 1999; Takaya ket al. 2000). Chez ce
dernier, I'effet de la ghréline sur la GH est trapide, se traduisant par une augmentation de
la concentration plasmatique de GH cing minuteggyimjection de ghréline, suivie d’'un
retour a une concentration initiale au bout d'ueark (Kojima Met al. 1999). Néanmoins, il
est nécessaire de préciser que chez la souriqdtiance accordée a la ghréline endogene
dans la régulation de lI'axe GH est diminuée par desnées montrant que les souris
n’exprimant pas la ghréline ne présentent paséatation de la croissance corporelle et des
taux circulants d’IGF-I (Sun ¥t al. 2003). De méme, les souris GHS-R KO ne présentent
pas d’altération majeure de leur croissance colipaf@un Yet al. 2004).

L'action de la ghréline sur la GH dépend du prof sécrétion de cette hormone
hypophysaire. Ainsi, I'injection de ghréline n'aejpeu d’effet sur la sécrétion basale de GH,
mais stimule fortement 'amplitude de ses picsé@métion, suggérant une forte relation de la
ghréline avec les sécrétagogues hypothalamiquesHseIRSRIF (Tannenbaum G& al.
2003). Le récepteur de la ghréline GHS-R est exprians les cellules somatotropes de
I'hypophyse, dans 'ARC, le PVN et le VMH, suggérame action de la ghréline au niveau
hypophysaire et hypothalamique (Guan Xewal. 1997; Gualillo Oet al. 2003). De plus,
chez les patients atteints d’'une connexion hypathathypophysaire altérée, la sécrétion de
GH en réponse a l'injection intraveineuse de ghekst diminuée (Popovic & al. 2003;

Casanueva F et Dieguez C 2005).
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Fig 34: Effets de la ghréline sur la sécrétion de GH

A. Niveaux plasmatiques de GH suite a linjectionrameineuse de ghréline chehdmme (ronds
0,2 pg/kg ; triangles : 1 pg/kg ; carré : 5 pg/lpprés Takayat al, 2000.

B. Niveaux plasmatiques des hormones adénohypophgssailite a l'injection intraveineuse de dimeé
(40 png/kg) chez le rat. D’apres Kojimadtlal, 1999.

V.2.a. Action hypothalamique de la ghréline.

Chez le rat, I'injection ICV de ghréline induit @raugmentation de la sécrétion GH
avec un effet dose-dépendant (Dateetyal. 2000). Chez 'homme et le rat, I'action de la
ghréline sur la GH est dépendante d’'un systeme GkifRement fonctionnel (Pandyadtl
al. 1998). Ainsi chez le rat, 'immuno-neutralisatidn GHRH atténue la réponse de la GH a
la ghréline (Tannenbaum G%al. 2003). De plus, les neurones GHRH expriment le GHS
et I'injection centrale de ghréline chez le ratuinidiactivation dec-fos (marqueur d’activation
neuronale) dans ces neurones (Dickson SL et LuckeMnl997). Le SRIF est également
impligué dans la médiation des effets de la gheékur la GH (Tolle Vet al. 2001).
Cependant, I'équipe de Bowers a montré que, chezale la ghréline semble agir
indirectement sur les neurones SRIF, ceci malgrélémnées montrant I'expression du GHS-
R dans ces neurones (TannenbauneGh 2003).

Chez le rat alimenté ou en restriction alimentdingection ICV de ghréline n’induit
pas de modification de I'expression des sécrétagodwpothalamiques GHRH et SRIF
(Seoane LMet al. 2003). Cependant, la GH régulant également I'esgpom de GHRH et
SRIF (boucle de rétrocontrdle négatif), il est pllssque I'impact de l'injection ICV de
ghréline sur 'augmentation de la GH plasmatiquesana les effets de la ghréline sur
I'expression de ces neuropeptides. En utilisantate Dwarf comme modele d’étude, rat
caractérisé par une déficience en GH et donc paabsence de son rétrocontrole, I'équipe de

Dieguez a montré que la ghréline stimule I'exp@ssie SRIF au niveau du PVN (Seoane
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LM et al. 2003). La ghréline stimulant la sécrétion de GHgeSRIF l'inhibant, ce résultat
peut sembler surprenant, mais le modele animaséitdst un cas particulier (absence de GH
et donc faible expression basale de SRIF). Il $gmplement retenir que la ghréline peut agir
sur I'expression hypothalamique de SRIF et nougenelrons plus en détails sur ce résultat
dans le chapitre V.4.

L'action hypothalamique de la ghréline sur la storé de GH apparait minime
compte tenu des travaux de I'équipe de Wakabay&sheffet, les rats dont I'expression du
GHS-R est inhibée spécifiguement (RNAiI) au nivea IBARC ne présentent pas de
modification significative de I'axe somatotrope.a\¥énoins, ces rats sont caractérisés par une
baisse de la prise alimentaire et un déséquilibrenétabolisme en général (Shutoetyal.
2002).

V.2.b. Action de la ghréline sur les cellules somatiropes.

La ghréline stimule la sécrétion de GH avec uertatbse-dépendant, dans un modéle
de culture primaire de cellules hypophysaires tékajima M et al. 1999). Au  niveau
des cellules somatotropes, il existe une forte rgy@eentre ghréline et GHRH, la ghréline
potentialisant I'effet du GHRH sur la sécrétion @& (Cunha SR et Mayo KE 2002).
Inversement, la ghréline exerce des actions anistgsna celles de SRIF et réciproquement
(Tannenbaum G& al. 2003).

En plus de son rdle dans le controle de la sécrétie GH, la ghréline régule
I'activation du facteur de transcription Pit-1 ddes cellules somatotropes, facteur jouant un
réle prépondérant dans la synthése de GH et dadsfémenciation et la prolifération des
cellules GH (Garcia At al. 2001).

V.3. Ghréline et prise alimentaire.

V.3.a. Régulation de la sécrétion de ghréline paalprise alimentaire.

Chez I'nomme et les rongeurs, la restriction atitage (24 — 48 h) stimule la
production de ghréline au niveau de I'estomac (CinmgmDEet al. 2001; Toshinai ket al.
2001). Au contraire, la prise alimentaire est agsa une réduction des taux plasmatiques de
ghréline chez ces deux especes, et la sécrétighrééne au cours de la journée est liée aux
évenements de prise alimentaire chez 'homme (Tfsdkoet al. 2001a). Les niveaux
circulants de ghréline augmentent juste avantie@limentaire, puis diminuent (Figure 35).

Cette augmentation préprandiale suivie de la baigsgprandiale suggere que la ghréline joue
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un réle important dans l'initiation de la prisenadintaire (Cummings DE al. 2001). Mais la
différence entre les concentrations plasmatiqueghd&ine maximales et minimales est faible
(rapport de 2 au maximum), et de nombreux sciguiEfs s’interrogent sur la valeur
physiologique d’'une si faible variation, notammeprh ce qui concerne ['action
hypothalamique de la ghréline (Horvath @lal. 2001).

Il existe une étroite relation entre les taux plasques de ghréline et de leptine. Ces
deux hormones sont caractérisées par des rythms&cdétion diurnes qui sont superposables
(Cummings DEet al. 2001) (Figure 35). La leptine stimule la synthdseghréline au niveau
de I'estomac, méme s'il existe des données comt@Eks dans ce domaine (Toshinaétkal.
2001; Ariyasu Het al. 2002).
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Fig 35: Profils plasmatiques de leptine, insuline eghréline sur 24 heures chez 'lhomme.

B : petit déjeuner ; L : déjeuner ; D :diner. D’ap@ummings DEt al, 2001.
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V.3.b. Ghréline et neuropeptides orexigenes.

L’injection centrale ou périphérique de ghréliniensile la prise alimentaire et le gain
de poids chez les rongeurs et 'lhomme (TschogtMl. 2000), qui peut méme conduire a
I'obésité chez le rat (Wren Al al. 2001).

La ghréline induit ses effets orexigenes en s@amiuau niveau central 'expression des
neuropeptides AgRP et NPY principalement (Kamegai d. 2001b; Nakazato Mt al.
2001). Bien que linjection ICV de ghréline ne sdelpas réguler I'expression des
neuropeptides orexigénes MCH et orexines (Seoanetld!l 2003), elle stimule cependant
I'activation des neurones orexines directementgmethdamment du NPY et de I'AgRP
(Toshinai Ket al. 2003; Yamanaka At al. 2003).

L'augmentation de I'expression des neuropeptidd®Y Net AgRP, induite par
I'injection de ghréline, est observée aussi bierzches rats alimentés ou soumis a une
restriction alimentaire. Ceci suggére que l'actida la ghréline sur la régulation de
I'expression de NPY/AgRP est en partie indépenddatstatut métabolique de I'organisme,
bien que I'effet de la ghréline sur ces neuropestisbit plus important chez les rats soumis a
une restriction alimentaire (Seoane leval. 2003).

La ghréline est également synthétisée au niveauSNIC, dans des neurones
hypothalamiques accolés au troisieme ventriculem€p MA et al. 2003). Ces neurones
émettent des projections axonales vers d’autresamnoyhypothalamiques et établissent

notamment des connexions synaptiques avec lesmesiMPY (Cowley MAet al. 2003).

V.3.c. Relation entre leptine et ghréline : effetsur la régulation de la
balance énergétique.

Les effets de la ghréline et de la leptine surmpise alimentaire sont opposés,
contrairement a ceux observés sur la sécrétionHleER plus de cette simple opposition de
fonction, ces deux systemes endocrines intéragisdans la régulation de la balance
énergétique. L'injection ICV de leptine inhibe ljgnession du GHS-R au niveau des neurones
de 'ARC, et supprime leur activation en réponsk ghréline (Hewson Aket al. 2002;
Nogueiras Ret al. 2004). Or 'activation des neurones de I'ARC irtdypar la ghréline ou les
GHS synthétiques est plus importante chez les satsnis a une restriction alimentaire,
associée a des taux plasmatiques de leptine falHesson AKet al. 2002). Ces données
suggerent que la leptine est un inhibiteur de ibecorexigene de la ghréline (NogueiragtR
al. 2004). Inversement, I'injection centrale de ghmélactive les neurones de 'ARC inhibés
par la leptine (Traebert M al. 2002).
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V.4. Effets différentiels de la ghréline sur la séétion de GH et la

prise alimentaire.

La ghréline stimule a la fois la sécrétion de GHaeprise alimentaire. Cependant ces
deux systemes de régulation peuvent étre considéréme partiellement indépendants. En
absence d’'un systeme GH fonctionnel (rat DwarfgHeéline stimule la production de SRIF,
ce qui va a I'encontre de I'effet stimulateur détedormone stomacale sur la sécrétion de
GH (chapitre V.2.a) (Seoane L&fial. 2003). Un tel résultat peut étre expliqué partiacde
la ghréline sur la prise alimentaire. En effet, cm#mous I'avons vu précédemment, il existe
une relation entre les neurones NPY et SRIF, le N@¥ulant la sécrétion de SRIF (Hisano
Setal. 1990; Rettori Vet al. 1990). Cette activation de SRIF par la ghrélinezde rat Dwarf
pourrait résulter de I'activation des neurones NRMsi, I'action de la ghréline sur la prise
alimentaire (NPY) semble inhiber la sécrétion de @l moins dans un modele d'étude
caractérisé par une absence de GH plasmatique). Himtilisant des combinaisons
d’antagonistes/agonistes du GHS-R, I'équipe de fidroa montré que l'effet orexigéne de la
ghréline peut étre dissocié de son effet stimutataur la sécrétion de GH. Ces auteurs
émettent alors I'hypothése de l'existence de iffiés sous-types de GHS-R, exprimés
différentiellement entre les acteurs cellulairesl’dge GH et ceux de la prise alimentaire
(Horvath TLet al. 2001; Thorner MO 2001).

De plus, il est possible denvisager que les effdes la ghréline au niveau
hypothalamique soient principalement reliés a lar@ énergétique, tandis que ses effets au
niveau hypopohysaire soient principalement reliéa sécrétion de GH (voir chapitre V.2.a
(Shuto Yet al. 2002)). Le fait que la leptine et la ghrélinesagint en synergie sur la sécrétion
de GH mais de facon antagoniste sur la balancegétgue est également un élément de
réflexion pour différencier I'effet orexigénique stimulateur de la sécrétion de GH de la
ghréline. L'existence d’'une synthése endogene déligh au niveau de I'hypothalamus,
jouant un réle primordial dans la régulation debédance énergétique, pose la question de
l'importance relative de la ghréline stomacale damsrégulation centrale de la prise
alimentaire (Cowley MAet al. 2003).

L’ensemble de ces données montre la séparatioe kstiactions de la ghréline sur la
balance énergétique et sur la sécrétion de GH. rCepe, un systeme GH fonctionnel est
nécessaire pour I'action orexigene de la ghréimesi, les souris GH-R KO sont a l'action de

ghréline exogéne sur la prise alimentaire (Nast &. 2004; Egecioglu Et al. 2006). De
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méme, si I'injection ICV de ghréline induit une awgntation de I'expression du GHS-R dans
I'ARC, cette augmentation est dépendante de laEddj(eiras Ret al. 2004).

- Effets de la ghréline sur la sécrétion de GH etlréqulation de la balance énergétigue -

- La ghréline stimule la sécrétion de GH en agissarau niveau hypothalamique sur
I'équilibre des sécrétagogues GHRH et SRIF, et didement au niveau hypophysaire
La ghréline stimule I'expression de la GH et réguléda différenciation et la prolifération
des cellules somatotropes.

- La ghréline stimule également la prise alimentag en agissantvia les neuropeptides
orexigénes NPY et AgRP. La leptine inhibe l'actiororexigéne de la ghréline et régule
négativement I'expression de GHS-R au niveau de IRC.

- La leptine et la ghréline agissent en synergie sila sécrétion de GH mais de facon
antagoniste sur la balance énergétique. Les effatie la ghréline sur la prise alimentaire
et sur la sécrétion de GH peuvent étre dissociés.

VI. GH et obésité.

Il existe chez 'homme et les rongeurs une cotisdanégative entre I'indice de masse
corporelle et la sécrétion de GH, en terme de #&ges et d’amplitudes des pics de sécrétion
(Veldhuis JDet al. 1995; Vahl Net al. 1997). L'obésité est ainsi associée a une séoréio
GH réduite (Tannenbaum G$al. 1990; Veldhuis Jxt al. 1991). Dans cette pathologie, la
sécrétion de GH en réponse aux différents stimainas, dont le GHRH et la ghréline, est
également altérée (Vanderschueren-Lodeweyck M 188&op Met al. 2001b). De plus, la
demi-vie de la GH est réduite chez les patientseb€¢Veldhuis J@t al. 1995; Vahl Net al.
1997). Etant donné l'action lipolytique et anabokgde la GH, une telle altération de sa
sécrétion participe a la dégradation de la pathelogésité, en un « cercle vicieux ».

La diminution de la sécrétion de GH associée aélkité est la conséquence de
nombreuses modifications endocrines et métaboljgwegssant de concert par des

mécanismes complexes et encore mal définis.

VI.1. GH, obésité et les sécrétagogues hypothalamies GHRH et
SRIF.

La sécrétion de GH est contrblée en partie parsésétagogues hypothalamiques
GHRH et SRIF (voir chapitre 11.2.). Logiquementinguffisance en GH caractéristique de
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I'obésité est associée a un désequilibre de ces simrétagogues. Cependant, la contribution
relative du GHRH et du SRIF dans ce déséquilibtened définie. Il existe de nombreux
résultats contradictoires concernant les caratiguess des sécrétagogues GHRH et SRIF
dans la pathologie obésité, et 'ensemble de casdis est décrit dans les revues suivantes
(Harvey Set al. 1994; Maccario Met al. 2000; Scacchi Mt al. 2000).

504
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Fig 36: Sécrétion de GH en réponse au GHRH chez leafents obéses.

Profil plasmatique de GH suite & une injection intraeeise de GHRH (1 pg/kg). Individus sains: carrés,
Individus obéses: ronds, Individus obeses ayant suivégime: triangles. D’aprés Williamset al., 1984.

Chez les patients obeses, la sécrétion de GHegamse a une injection intraveineuse
de GHRH chronique ou a une infusion intraveineuseGHHRH de huit jours, est altérée
suggérant un défaut d’action du GHRH au niveau dshiles somatotropes (Figure 36)
(Williams T et al. 1984; Ghigo Eet al. 1993). Cependant chez ’lhomme, l'insuffisance éh G
associée a l'obésité semble plus due a une augtioentde l'activité de SRIF qu'a une
déficience en GHRH (Van Vliet & al. 1986; Harvey %t al. 1994).

Les rats obéses Zucker sont caractérisés paryrikése de GHRH altérée et une
synthese de SRIF inchangée (Tannenbaunet@s 1990). Cependant, chez les souris obéeses
ob/ob et DIO, I'expression de ces deux sécrétagoguesthgfamiques n’est pas modifiée,
suggérant I'importance de I'hypophyse dans la ditidm de la sécrétion de GH (Luque RM
et Kineman RD 2006). En paralléle, I'expression dpipysaire du GHRH-R est diminuée
chez les souris DIO (Luque RM et Kineman RD 2006).
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VI.2. GH, obésité et ghréline.

Les niveaux de masse adipeuse et ghréline plagmatont négativement corrélés
chez les rongeurs et 'lhomme, et I'obésité est@ésoa une diminution de la sécrétion de
ghréline par I'estomac (Tschop & al. 2001b) (Figure 37A). La ghréline stimulant la pris
alimentaire, cette diminution tend a contrecarggablissement de la pathologie obésité. Mais
la ghréline étant également un puissant stimuladeuia sécrétion de GH, la diminution des
taux de ghréline peut au contraire participer dqabBssement de I'obésité, en réduisant

I'action lipolytique et anabolique de la GH.
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Fig 37: Ghréline et sécrétion de GH chez les patienbbeses.

A. Profils plasmatiques de ghréline chez 13 patiebé&ses avant et aprés perte de poids. D’aprés Tsthop
al. 2001b.B. Taux plasmatiques de GH aprés injection de GHRPO6 (1g) et GHRH (100 pg), chez des
individus sains (& gauche) ou obéses (a droite). D’apoédi@o Fet al., 1995.

L'expression du GHS-R est diminuée dans I'hypathals des rats obéses DIO et
dans I'hypophyse des souris obesbfob et DIO (Levin BEet al. 2003; Luque RM et

Kineman RD 2006). Ainsi, la diminution des tauxgpteatiques de ghréline associée a cette
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diminution d’expression de son récepteur particgpd’altération de la sécrétion de GH
caractéristique de I'obésité.

Cependant chez les patients obéses, I'importacmmdée a I’hypoactivité du systéme
ghréline sur la diminution de la sécrétion de GH a&$énuée par le fait que I'injection
intraveineuse de GHRP-6 et d’hexaréline induit amgmentation de la sécrétion de GH,
méme si celle-ci reste inférieure a celle obsenkéz les individus sains ayant subi le méme
traitement (Cordido et al. 1993; Loche St al. 1995; Maccario Met al. 2000). L’injection
combinée de GHRH et de GHRP-6 induit égalementauggnentation de la sécrétion de GH
mais inférieure a celle observée chez les indivahiss (Cordido [et al. 1995) (Figure 37B).

VI.3. GH, obésité et les FFA.
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Fig 38: FFA, obésité et sécrétion de GH.

A. Niveaux plasmatiques de GH (panneau supérieur) deFefe (panneau inférieur) aprés traitement a
I'acipimox, chez les patients obes®&s. Niveaux plasmatiques de GH suite a l'injection intiaeuse de
GHRH (100 ug) chez les patients obéses traités a tianipimox. D'aprés Cordido Et al., 1996.

Les FFA inhibent la sécrétion de GH en agissanhcjalement au niveau
hypophysaire (Casanueva Efal. 1987). Si leur mécanisme d’action est encore rééhil
les FFA induisent une baisse de I'expression de BifRet GHS-R au niveau hypophysaire
chez les primates (Luque RM&t al. 2006a). L'élévation des taux plasmatiques de FFA

caractéristique de I'obésité est un des principdéments responsables de la diminution de la
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sécrétion de GH associée a cette pathologie (Fig8#g. En effet, 'administration par voie
orale d’acipimoxa des patients obéses induit une diminution des EFelants et une forte
augmentation de la sécrétion de GH en réponse arHz¢t GHRP-6, bien que la sécrétion
basale de GH ne soit pas améliorée (CordidbdF. 1996) (Figure 38A.B).

VI1.4. GH, obésité, glycémie et insuline.

Chez 'homme, I'hypoglycémie stimule la sécrétadmGH tandis que I'hyperglycémie
I'inhibe. Chez les patients obéses, I'effet de ibglycémie sur la sécrétion de GH est altérée
(Kopelman Pet al. 1985). De méme I'hyperglycémie n’inhibe plus larééion de GH basale
et en réponse au GHRH (Bonoratkl. 1990).

Chez 'lhomme, I'insuline exerce un effet négatif k& sécrétion de GH et I'obésité est
caractérisée par une hyperinsulinémie (Polonslky &. 1988). En plus de son action sur les
niveaux plasmatiques d’'IlGFBP-1 et sur la sécrafiersRIF, I'insuline induit une diminution
de I'expression de GHRH-R et GHS-R dans un modéleudture d’adénohypophyse de rat
(Lugue RM et Kineman RD 2006) (Figure 39). Cependasemble que I'hyperinsulinémie
associée a I'obésité ne soit pas une des causespaies de la diminution de la sécrétion de
GH caractéristique de cette pathologie. En efiethdrmalisation des niveaux plasmatiques
d’insuline chez les patients obéses n'est pas guagné€e par la restauration de la sécrétion
de GH (Chalew &t al. 1992).
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Fig 39: Insuline et sécrétion de GH.
Expression ARNm de la GH, du GHRH-R et du GHS-R saitme stimulation par I'insuline (de 0 a 50 nM)
dans un modeéle de culture primaire de cellules hypsgihgs de souris. D’aprés Luque Raval., 2006b.
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VI.5. GH, obésité et IGF-I.

Il existe des résultats contradictoires concertiangmentation ou la diminution des
niveaux plasmatiques d’IGF-I chez les patients ebgScacchi Met al. 2000). Cependant
I'obésité semble caractérisée par une quantiténalague d’IGF-I libre augmentée, pouvant
étre expliquée par le fait que I'hyperinsulinémigduit une diminution de I'|GFBP-1
plasmatique (Brismar ket al. 1994; Frystyk Jet al. 1995). Ainsi, I'augmentation de la
quantité plasmatique d’'IGF-I libre pewta son rétrocontrdle négatif, induire une diminution
de la sécrétion de GH. De plus, IGF-I induit unes$a d’expression de GHRH-R et GHS-R
au niveau de I'hypophyse chez les primates (LugMeeRal. 2006a). Cette quantité d’IGF-I
libre accrue pourrait expliquer la croissance netambent normale des enfants obeses, malgré
I'altération de la sécrétion de GH.

VI1.6. GH, obésité et leptine.

La leptine stimule la sécrétion de GH. L'obésitét earactérisée par un taux
plasmatique de leptine élevé et une résistance ediigts biologiques de cette hormone
adipocytaire. Ainsi, la résistance a la leptinetdbne a l'altération de la sécrétion de GH en
induisant un déséquilibre du systeme GHRH/SRIF leptine régule I'expression du GHS-R
au niveau hypothalamique, et les actions hypothglaes de la ghréline et de la leptine sont
inter-dépendantes (Nogueirasfal. 2004).

Comme nous l'avons vu dans le chapitre IV, l'actide la leptine au niveau
hypophysaire reste mal définie. La résistance higpegire a la leptine pourrait participer a
I'altération de la sécrétion de GH, notamment enimgliant la réponse de la GH au GHRH
(Mizuno | et al. 1999; Baratta Met al. 2002). L’'éventuelle résistance hypophysaire a la
leptine a été étudiée au cours de cette thésdjlisant comme modele d’étude le rat DIO et

en examinant I'expression du récepteur de la le@inniveau des cellules somatotropes.

- Sécrétion de GH et obésité -

- L’'obésité est caractérisée par une altération déa sécrétion de GH, conséquence de
nombreuses modifications endocrines et métaboliquegissant de concert.

- L’obésité est caractérisée par un déséquilibre deexpression / synthése du GHRH et
du SRIF. La réponse de la sécrétion de GH au GHRHseégalement affectée.
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- Chez 'hnomme et les rongeurs, I'obésité est ass@e a une diminution de la sécrétion de
ghréline. L’expression hypothalamique du GHS-R eségalement diminuée chez les rat
DIO. L’injection intraveineuse de GHRP-6 induit une augmentation de la sécrétion d¢
GH inférieure chez les patients obeses par compasan aux individus sains.

\um\u

- L’élévation des taux plasmatiques de FFA, inhibanla sécrétion de GH, caractéristique
de I'obésité est un des principaux responsables daltération de la sécrétion de GH
associée a cette pathologie. Chez les primates, IEEA induisent une baisse de
I'expression de GHRH-R et GHS-R au niveau hypopfsaire.

- L’insuline exerce un effet négatif sur la sécrén de GH et I'obésité est caractérisé
par une hyperinsulinémie. Cette hormone pancréatige induit également une
diminution de I'expression de GHRH-R et GHS-R au nieau hypophysaire.

[1°]

- L'obésité est caractérisée par une quantité plasatigue d’'IGF-1 libre augmentée
(conséquence de I'hyperinsulinémie), quvia son rétrocontrble négatif entraine une
diminution de la sécrétion de GH. De plus, IGF-I iduit une baisse de I'expression
hypophysaire de GHRH-R et GHS-R chez les primates.

- La leptine stimule la sécrétion de GH, et le phémeéne de résistance a la leptine assoc¢
a l'obésité pourrait participer a l'altération de la sécrétion de GH caractéristique de
cette pathologie.
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Etude 1 : Action de la leptine sur les cellules soaotropes

des rats obeses DIO.

La GH, en plus de son action sur la croissancen adle prépondérant dans la
régulation du métabolisme énergétique. Cette hoensgtrétée par les cellules somatotropes
de I'hypophyse possede notamment un effet lipalgjqprévenant I'accumulation de
triglycérides dans les tissus et favorisant I'séition des acides gras libres de la circulation
sanguine comme principale source d’énergie.

L’'obésité est caractérisée par une altératiola décrétion de GH (Tannenbaum &S
al. 1990; Veldhuis JDet al. 1991), ayant pour conséquence une aggravationette c
pathologie. Les causes de cette altération somtremal définies a I'heure actuelle. Comme
nous l'avons vu dans la partie Introduction Bibtaghique, la leptine stimule la sécrétion de
GH. L’obésité étant associée a un phénomeéne dstagse a la leptine, nous nous sommes
intéressés dans cette étude a I'action de la keim les cellules somatotropes, en utilisant
comme modele expérimental d’obésité les rats DIO.

Les rats DIO sont rendus obeses par une alimenthtipercalorique riche en lipides.
Ce modele a été développé initialement par I'éqdipd.evin (Levin BEet al. 1983), et est
particulierement intéressant de par les nombrec@extéristigues communes avec I'obésité
humaine qu’il présente. Comme chez I’homme, les utitisés dans ce modele ne sont pas
égaux face a l'alimentation hypercalorique, cegailevenant obéses et d’autres non. Les
causes de la résistance a la leptine associébésité sont mal définies. Au niveau central et
dans certains tissus périphériques, une diminwébhexpression du récepteur de la leptine et
une augmentation de I'expression de SOCS-3 ordéxtétes (voir Introduction — Chapitre 3
[1.4.b et 1.4.c). Nous avons donc étudié ces pataes au niveau des cellules somatotropes
des rats DIO.

|. Résultats.

I.1. Caractéristiques des rats DIO.

Des rats Sprague Dawley CD (SD) agés de 6 semaimeété soumis pendant 14
semaines a une alimentation classique (rats CTR pontroles) ou hypercalorique (rats
DIO). Les rats ayant recu I'alimentation hyperc@joe sont classés, selon le protocole de
Levin, en fonction de leur poids final comme obé&daiOs pour DIO sensibles), résistants a
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'obésité (DIOr pour DIO résistants) et intermédiai (Levin BEet al. 1983). Les rats
intermédiaires ont été écartés de I'étude. Danscoaditions expérimentales, parmi les rats
SD ayant suivi les 14 semaines de régime hypeigakr 27% sont devenus DIOs et 31%
DIOr.

A CTR DIOs DIOr
n 10 10 8
Poids Initial (g) 212 +5.3 206.9+45 204.2 +8.6
Poids Final (g) ~ 530.7+104 65351737  506.4+6.9
Masse grasse () 324+1.9 66.8 + 7.8 41.5+4.8
Index de Lee 290.2 +2.5 300.4+7.87  2045+3.1
C
B EcTRr 1 * *kk
30, *xk *kk
25| - [pios 3 10 L —
Coior 2
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Fig 40. Caractéristiques des rats CTR, DIOs et DIOr.

A. Poids total des rats et de leur masse grasse prémmaines de régime. n représente le nombretgie ra
utilisés pour ces mesures. ***p<0,001 par rappox @is CTRB. Poids des différents dépbts adipeux (Efpi:
Epididyme ; Rétro: Rétropéritonéal ; Més: Mésentérig&eib: Sous-cutané ; Omen; Omental ; CTR n=12 ;
DIOs n=12 ; DIOr n= 11)C. Concentration plasmatique en glucose{hfbl/L) et en acides gras ngn
estérifiés (NEFA, 18 mol/L). *p<0,05 ; *** p<0,001.

Le poids moyen des rats DIOs est significativenmigérieur a celui des rats CTR
aprées 4 semaines de régime. Apres 14 semainesgdaeréle poids des rats DIOs est
augmenté de 23,1% par rapport aux rats CTR (Fig0rd). Apres 3 semaines de régime
hypercalorique, le poids moyen des rats DIOr rgdgtaieur a celui des rats CTR, mais cette
différence n’est toutefois pas significative a Bade 20 semaines (Figure 40.A).

Apres 14 semaines de régime hypercalorique, lesgoil du tissu adipeux blanc est
significativement supérieur chez les rats DIOs empmaraison avec les rats CTR (Figure

40.A). Les poids des dépbts adipeux epididymalppétritonéal, mésentérique, sous-cutané et
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omental sont augmentés de 104%, 162%, 110%, 90%4%trespectivement chez les rats
DIOs par rapport aux rats CTR (Figure 40.B). Lémrdde Lee (racine carré de la masse
corporelle en gramme divisée par la longueur nasdeaen millimétres) est significativement
supérieur chez les rats DIOs par comparaison aisx GaR (Figure 40.A). Le poids des
dépdbts adipeux et I'index de Lee ne sont pas stgiifement différents entre les rats DIOr et
les rats CTR.

Les taux plasmatigues de glucose et d’acides gras astérifies (NEFA) sont
significativement supérieurs chez les rats DIOsil $&s taux plasmatiques de NEFA sont
significativement supérieurs chez les rats DIOrrppport aux rats CTR (Figure 40.C).

[.2 Expression de ObR au niveau des cellules som#tupes.

Dans toutes les expériences réalisées pour datle,des rats ont été euthanasiés a la
méme heure de la journée (12 h +/- 30 min). La tijidade protéine ObR (toutes isoformes
membranaires confondues) exprimée au niveau dediblyyse a été mesurée par un kit
commercial ELISA (R&D system). Aucune différencgrsficative n’a été observée entre rats
CTR, DIOs et DIOr (Figure 41.A).

Nous avons étudié la quantité de protéine ObRiméaer au niveau des cellules
somatotropes en utilisant la technique de quaatifio de fluorescence. Brievement, une
double immunofluorescence anti-GH et anti-ObR éstlisée sur des coupes en paraffine
d’hypophyses de rats CTR, DIOs et DIOr. La fluoess® GH permet la création d'un
masque binaire recouvrant les cellules somatotroffégure 41.B). La fluorescence
correspondant a ObR est alors quantifiée uniquendens ce masque. La distribution
homogeéne de la fluorescence sur I'ensemble degleglbomatotropes étudiées (n=300-350)
permet une analyse statistique (Figure 41.C).

Nos résultats montrent que I'expression de ObRiasau des cellules somatotropes
est significativement supérieure (14%) chez les RIOs et significativement inférieure
(13%) chez les rats DIOr, par comparaison auxCaR (Figure 41.D). Le contenu protéique
en GH des cellules somatotropes est significativierimdérieur (12%) chez les rats DIOs et

significativement supérieur (51%) chez les rats Dgar rapport aux rats CTR (Figure 41.D).
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Fig 41: Expression de ObR au niveau de I'hypophysé des cellules somatotropes.
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A. Mesure par ELISA de la quantité de protéine ObR iexfe au niveau de I'hypophyse entiére. lles

résultats sont exprimés en pourcentage de cor(tall€TR) (CTR n=6 ; DIOs n=6 ; DIOr n=&3. Double

immunofluorescence anti-GH et anti-ObR sur des cogpegaraffine d’hypophyses de rats CTR (panngau
supérieur). Création des masques binaires sur édslles somatotropes, permettant d'y quantifier

spécifiqguement lintensité de fluorescence de Ob&feau inférieur)C. Distribution des intensités d
fluorescence de GH et ObR obtenues pour chaqueleeomatotrope observé®. Résultat de |
guantification de fluorescence de ObR au niveauca#lales somatotropes. Les résultats sont expri
unité arbitraire de fluorescence. (CTR n=3 ; DIO8 nBIOr n=3. * p<0,05; *** p< 0,001).

[.3. Expression de SOCS-3 au niveau des cellulesrsiotropes.

La quantité de protéine SOCS-3 exprimée au niviEsmucellules somatotropes a été

mesurée par la technique de quantification de élsence. L'expression de SOCS-3 chez les
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rats DIOs n’est pas modifiee par les 14 semainesédéme hypercalorique, mais est

significativement supérieure (30%) chez les ra®®mar rapport aux rats CTR.
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Fig 42: Expression de SOCS-3 au niveau des celluesmatotropes.
La quantité de protéine SOCS-3 exprimée dans léslezlsomatotropes a été étudiée par la technique de
quantification de la fluorescence. Les résultatsit sexprimés en unitéarbitraire de fluorescencg
(CTR n=3; DIOs n=3; DIOr n=3. *** p<0,001).

l.4. Effets de la supplémentation en CLA/PUFA sur ds

caracteéristiques des rats DIOs.

Apres les 14 semaines de régime hypercaloriqsetais DIOs ont recu pendant 21
jours supplémentaires la méme alimentation hypericple, mais supplémentée ou non (DIOs
Pla. pour DIOs placebo) en acide linoléique congugacides gras polyinsaturés n-3 (DIOs
C/P pour DIOs CLA/PUFA). Les rats CTR ont égalenrgu pendant la méme durée, une
supplémentation en CLA/PUFA avec leur nourritusmdard (CTR C/P) ou non (CTR Pla.).

Le poids total et la masse adipeuse totale des DdOs et CTR ne sont pas
significativement modifiés par la supplémentation @.A/PUFA. Cependant le poids des
dépbts adipeux rétropéritonéal et sous-cutané igsifisativement diminué (13% et 17%
respectivement) par la supplémentation en CLA/PWhAz les rats CTR, mais n’est pas
modifié chez les rats DIOs. Les taux plasmatiqueegldcose sont significativement diminués
(20%) chez les rats DIOs C/P par rapport aux ré@sPla., et deviennent comparables aux
taux plasmatiques de glucose des rats CTR, quonepas modifiés par la supplémentation
en CLA/PUFA. Les taux plasmatiques de NEFA sontificativement diminués chez les rats
CTR C/P (21%) et DIOs C/P (23%) par rapport a leorgtroles.
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A CTR Pla. CTR C/P DIOs Pla. DIOs C/P.
n 5 5 5 5

Poids () 539.8+9.8 542.1+6.7 663.3+7.8 663.3+7.8

Masse grasse (g) 36.0%+6.4 28.2+34 69.9+8.1 663.3+7.8
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Fig 43: Caractéristiques des rats CTR et DIOs suppléantés en CLA/PUFA.

A. Poids total des rats CTR et DIO et de leur masassgraprés supplémentation en CLA/PUFA (C/P).
B. Effets de la supplémentation en CLA/PUFA (C/P) suptéds des dépbts adipeux des rats CTR et
DIOs (CTR Pla. n=5 ; CTR C/P n=5 ; DIOs Pla. n=5 0OBIC/P n=5). * p<0,05C. Effet de la
supplémentation en CLA/PUFA (C/P) sur les taux plagfuas de glucose (fOmol/L) et acides gras
non estérifiés (NEFA, 1Omol/L). * p<0,05.

I.5. Effet de la supplémentation en CLA/PUFA sur lexpression de
GH, ObR et SOCS-3.

Par les techniques d’ELISA et de quantificationflderescence, nous avons montré
gue l'expression de ObR (toutes isoformes membrasmaconfondues) au niveau de
I'hypophyse entiere (Figure 44.A) ou au niveau cafules somatotropes (Figure 44.B) n’est
pas modifiée par la supplémentation en CLA/PUFAsabien chez les rats CTR que DIOs.
Le contenu en GH des cellules somatotropes estifisgjivement augmenté par la
supplémentation en CLA/PUFA, chez les rats CTR (R2Wles rats DIOs (75%) (Figure
44.B). La quantité de protéine SOCS-3 exprimée tmsellules somatotropes est également
significativement augmentée par la supplémentaioiCLA/PUFA chez les rats CTR (15%)
et les rats DIOs (32%).
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Fig 44: Effets de la supplémentation en CLA/PUFA sufexpression de GH, ObR et SOCS-3.

Les rats CTR et DIOs ont été supplémentés (C/P) oulAta.) en CLA/PUFAA. Mesure par ELISA de la
quantité de ObR exprimée au niveau de I'hypophysiéren Les résultats sont exprimés en pourcentage d
contréle (rats CTR Pla.) (CTR Pla. n=5 ; CTR C/P n£80s Pla. n=5 ; DIOs C/P n=43. Expression dg
GH, ObR et SOCS-3 mesurée au niveau des cellulestetropes par la technique de quantification| de
fluorescence. (CTR Pla. n=3 ; CTR C/P n=3 ; DI@s R=3 ; DIOs C/P n=3. * p<0,05 ; *** p< 0,001).

|.6. Expression de ObR dans le cceur et I'hypothalans des rats DIOs.

Par la technique d’ELISA, nous avons montré qugukantité de protéine ObR (toutes
isoformes membranaires confondues) exprimée awanide ventricule gauche cardiague est
significativement inférieure chez les rats DIOs panmés aux rats CTR (Figure 45.A).
L’expression de ObRb au niveau des noyaux hypathiglees arqué et ventromédian est
comparable entre les rats CTR, DIOs et DIOr (FigéseB). L'expression de SOCS-3 au
niveau du noyau arqué est également comparable kestrats CTR, DIOs et DIOr. Suite a
I'injection aigué intrapéritonéale de leptine, Perssion de SOCS-3 au niveau du noyau
arqué est significativement augmentée chez lesYBis et DIOs, mais pas chez les rats DIOr
(Figure 45.C). Les expressions hypothalamiques dBOet SOCS-3 ont été étudiées par

I'équipe de LM Williams, en utilisant la technigd#ybridationin situ.
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Fig 45: Expression de ObR au niveau du tissu cardiaquet de ObRb, SOCS-3 au niveau central.
A. Mesure par ELISA de la quantité de protéine ObR ex@ei au niveau du ventricule gauche cardiaque.
Les résultats sont exprimés en pourcentage de cor{tdte CTR n=4; rat DIOs n=5B. Mesure par
hybridationin situ de I'expression de ObRb au niveau des noyaux arqué (AR@ntromédian (VMH) de
I'hypothalamusC. Mesure par hybridatioin situ de I'expression de SOCS-3 au niveau du noyau arqyé de
I'hypothalamus, suite a I'injection aigué intrapériéate de leptine (+ Ob). * p<0,05 ; ** p<0,01.

Il1. Discussion - conclusion.

Nos résultats montrent que le contenu protéiquéldrdes cellules somatotropes est
inférieur chez les rats obeses DIOs, ce qui estoeonrd avec une sécrétion de GH altérée
dans la pathologie obésité. Chez les rats DIOrdetenu protéique en GH des cellules
somatotropes est largement supérieur a celui de€ieR. Etant donné les actions lipolytique
et anabolique de la GH, cette forte augmentatistigyze trés certainement a la résistance a
I'obésité induite par le régime hypercalorique, Eduisant notamment le stockage de
triglycérides dans le tissu adipeux. Cependargstlimportant de préciser qu’il ne faut pas
confondre expression hypophysaire de GH et séoré#oGH, et nous n’avons pas pu pour
différentes raisons établir de profils plasmatigdessH chez les rats DIOs et DIOr.

La supplémentation en CLA/PUFA, malgré son ineffité sur le poids total et la
masse adipeuse totale des rats, induit un retane&lycémie normale et une diminution des
NEFA circulants chez les rats DIOs. Ces modifig&isont associées a une augmentation de

la synthese de GH au niveau hypophysaire, comms Fenons montré par la technique de
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quantification de fluorescence. Les mécanismesobiqlies conduisant a cet effet des
CLA/PUFA sur la GH restent a élucider, mais étaoiree I'action anti-obésité de la GH, un
tel traitement (si son efficacité sur la GH était@e chez I'homme) pourrait se révéler
bénéfique pour les patients obéses. Cependantpplénentation en CLA/PUFA induit
également une augmentation de I'expression de S®@&is les cellules somatotropes, chez
les rats CTR et DIOs, suggérant une moins granuslskté a la leptine de ces cellules.

Nous avons émis I'hypothése que la résistancdeptane pouvait étre une des raisons
de l'altération de la sécrétion de GH caracténstfgde I'obésité. L'action de la leptine sur la
sécrétion de GH, directement au niveau hypophysaieste soumise a controverse.
Cependant, de nombreuses données plaident en fdweueffet hypophysaire direct de la
leptine (voir Introduction — Chapitre 4 1V.2 et Réats — Etude 2). Nos résultats montrent
qgue I'expression de ObR au niveau des cellules gximpes est augmentée chez les rats
DIOs et diminuée chez les rats DIOr. Ce résultatsesprenant et contradictoire avec de
précédentes études, utilisant le méme modele anifohiesité, montrant une expression
hypothalamique de ObRb diminuée chez les rats Witsey Jet al. 2003). Concernant
I'expression de SOCS-3 au niveau des cellules siimaes, nos résultats montrent que celle-
ci n'est pas différente entre rats CTR et DIOs,sv@aigmentée chez les rats DIOr. Ce résultat
est également surprenant, car l'obésité et la tedgie a la leptine sont généralement
caractérisées par une augmentation de I'expres#o80CS-3 (Bjorbaek @t al. 1998a;
Steinberg GRet al. 2006; Watt MJet al. 2006). De plus, cela sous-entend que les cellules
somatotropes des rats DIOr sont moins sensibles edi@ts biologiques de la leptine
(expression de SOCS-3 augmentée et de ObR rédiots)que cela devrait plutot étre le cas
des cellules somatotropes des rats DIOs. Toutdfoimesure de I'expression hypophysaire de
SOCS-3 est difficile a mettre en relation avecdffsts biologiques de la leptine, étant donné
le rGle central de I'hypophyse et le nombre impatri@de cytokines activant SOCS-3 et ayant
pour cibles les cellules somatotropes.

Comment expliquer nos résultats particuliers alderhez les rats DIOs ?

Concernant notre modele animal, les poids des déafipeux des rats DIOs sont en
adéquation avec les autres études utilisant le nméouele, et sont méme supérieurs a ceux
obtenus par I'équipe de Levin (Levin BE al. 1983). De la méme maniere, nos données
mettent en évidence une accumulation intra-abddmith@ tissu adipeux chez les rats DIOs,
ce qui est une des caractéristiques du syndromabolé&ue humain (Eckedt al. 2005). De

plus, la concentration plasmatique de glucose @gerts DIOs est supérieure a celle des rats
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CTR, signe d’'une hyperglycémie et d’'une probabkestance a l'insuline (méme faible).
Aussi, au vu de leurs caractéristiques, les ra@sDdéveloppés dans notre étude semblent
constituer un bon modeéle d’étude des modificatfumgsiologiques associées a I'obésité.

Nous avons montré, en collaboration avec I'éqdip@r R. Bonvallet, que le coeur des
rats DIOs utilisés dans cette étude n’est pas tars€ par une hypertrophie ventriculaire
comme c’est le cas dans les modeles génétiqueésitél{Barouch LAet al. 2003; Ricci Eet
al. 2006). La densité des courants ioniques contrédaobntraction des myocytes cardiaques
n'est pas affectée par les 14 semaines de régiper¢slorique. Néanmoins, I'expression de
ObR au niveau du ventricule gauche des rats DI®séelsiite, et la leptine n’inhibe plus
I'activation du courantNcx chez les rats DIOs, au contraire des rats CTR (Hicet al.
2006). Ce résultat est le signe d’'une résistantacéion biologique de la leptine, méme
partielle, au niveau des myocytes cardiaques.

Les expériences réalisées par I'équipe de LM ®WfilE (communication personnelle)
sur le méme modele expérimental que le nbtre, raphique les expressions de ObRb et
SOCS-3 au niveau de 'ARC ne sont pas modifieeg td rats DIOs. De plus, l'injection
intrapéritonéale de leptine induit une augmentaten’expression de SOCS-3 chez les rats
DIOs. Ainsi, les rats DIOs ne possedent pas leactéristiques d’une résistance a la leptine
au niveau central, méme si I'étude de I'activatigpothalamique de STAT3 en réponse a une
injection de leptine (périphérique et centrale)restessaire pour étre catégorique.

Comme nous l'avons vu dans la partie IntroducBdbliographique, les expériences
de DIO induisent progressivement I'obésité. Lestsétimtermédiaires de la DIO sont
caractérisés par une augmentation de la massesgtasshyperleptinémie, une augmentation
de I'expression de ObRb (du moins au niveau cegngtaline résistance partielle a la leptine
(Lin S et al. 2000). Au contraire, les états plus tardifs d®l@, correspondant & une obésité
sévere, sont caractérisés par une baisse de I&sipnede ObRb (au niveau central) et par une
résistance totale a la leptifeVilsey Jet al. 2003; Tortoriello DVet al. 2006). Aux vues de
nos résultats sur I'expression hypophysaire de ABgerement augmentée chez les rats
DIOs, et I'expression hypothalamique de ObRb, caoumdga entre rats DIOs et CTR, il est
possible d’envisager qu’apres les 14 semainesgimeéhypercalorique nous nous trouvons,
dans nos conditions expérimentales, entre I'étatnmédiaire et I'état tardif de la DIO, apres
la phase d’augmentation maximale de I'expressio®ble@ mais avant la phase de diminution
compléte de son expression.

Ainsi, étant donné le grand investissement négesgzour obtenir un nombre

d’animaux obéses adéquat avec les expérienceseiggrs pratiquées (I’hypophyse étant un
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petit tissu), étant donné également la durée dumegyypercalorique, et devant les premiers
résultats obtenus dans cette étude, nous avondédéeinous concentrer principalement sur
les études 2 et 3 exposées dans la partie RésDkaplus, une étude sérieuse, publiée
quelgues mois apres le début de ma thése par péqie Casanueva, a montré que chez
’lhomme, I'altération de la sécrétion de GH asse@d’obésité n’est pas la conséquence des
taux plasmatiques de leptine élevés, ni de la tedgie a la leptine, contredisant notre

hypothése initialement formulée (Ozataelval. 2003).
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Etude 2 : Régulation de I'axe GH chez le rat Lou/C.

La souche de rat Lou/C est issue de la soucheakVisitialement, le rat Lou/C a été
utilisé comme modéle de vieillissement sain ; targie 50% des rats Wistar sont morts a 24
mois, ce chiffre passe a 30 mois pour les rats Cq@lliot J et al. 2002). Le rat Lou/C
présente un poids total et une prise alimentaiontsmée réduits, ainsi qu’une résistance a
I'obésité avec I'age, au contraire du rat WistaogBossian St al. 2000; Couturier Ket al.
2002). Cependant, la mesure de la prise alimentammalisée par le poids total des rats n’est
pas significativement différente entre rats LoutC\Wéstar (sauf a 24 mois). Toujours en
prenant en compte la normalisation par rapport aidsptotal des rats, le rat Lou/C est
caractérisé par une dépense énergétique accrua(Pet al. 2003). Les rats Wistar ingérant
la méme ration calorique que les rats Lou/C présenine adiposité supérieure (Couturier K
et al. 2002).

Les taux plasmatiques de leptine sont inférieunszcle rat Lou/C et restent
relativement constant avec I'age, contrairementeaxcdu rat Wistar qui augmentent
fortement (Perrin Det al. 2003). Les taux plasmatiques d’insuline sont égald inférieurs
chez le rat Lou/C et constant avec I'age. Le rat/Cone développe pas de résistance a
I'insuline avec I'age, contrairement au rat Wis(@outurier Ket al. 2002; Perrin Det al.
2003; Kappeler let al. 2004b).

Concernant les neuropeptides hypothalamiques dodi dans la régulation de la
balance énergétique, une premiére étude réaliséaivaau de I'hypothalamus entier n’'a
relevé aucune différence significative entre rats/C et Wistar dans I'expression de AgRP,
NPY, aMSH, CART, Galanine, MCH et CRH, (Kappelerel.al. 2004b). L'équipe de LM
Williams a étudié I'expression de ces neuropeptidesis les noyaux spécifiques de
I'hypothalamus, et observé une expression de AgR®PPY supérieure dans I'ARC chez le
rat Lou/C (Mitchell SEet al. 2006). Ce résultat surprenant montre que les n&vas
responsables de la faible adiposité du rat Lou/i@ somplexes. Cette derniére étude a été
réalisée sur les mémes rats utilisés au cours tiie tb@se et apporte donc des informations
importantes pour I'exploitation de nos résultats.

La sécrétion de GH décroit progressivement aveel'&ependant chez le rat Lou/C,
cette diminution est ralentie en comparaison aggat Wistar, méme si a 3 mois la sécrétion
de GH est identique entre ces deux souches de(kdppeler Let al. 2004a) (Figure 46).

Etant donné I'importance de la GH sur le métabatistnergétique (actions lipolytique et
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anabolique), la sécrétion de GH accrue chez leslrat/C agés participe a la résistance a
'obésité. L'étude de la régulation de la sécrétidm GH chez le rat Lou/C est donc
particulierement intéressante. Nous avons donc éanti I'expression des principaux
composants de I'axe GH chez les rats Lou/C et W{&zés de 3 mois).

xl
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|. Résultats.

I.1. Caractéristiques des rats Lou/C.

I.1.a. Poids des rats, des dépots adipeux et prigkmentaire.
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Fig 47: Caractéristiques des rats Lou/C.

les rats Lou/C et Wistar. (sub: sous-cutanné ; gpdigyme ; retro: rétropéritonéal ; mes: mésentériqy
omen: omentalC. Poids (g) de la masse grasse des rats Lou/C eaMt Poids de la masse gras
normalisée par le poids total des rats Lou/C et WigtaPrise alimentaire des rats Lou/C et Wistar, mesy
en poids sec de nourriture ingérée par joir Prise alimentaire normalisée par le poids totalrdés Lou/C

A. Poids total (g) des rats Lou/C et Wistar agés deoB®.B. Poids (g) des différents dépbts adipeux chez

e
se
irée

et Wistar. (Lou/C: n=6 ; Wistar: n=6. ** p< 0,01; *¥< 0,001).

A l'age détude (3 mois), le poids total des rdteu/C (237 + 2.1 g) est
significativement inférieur au poids total des reisstar (310g + 4.3 g) (Figure 47.A). La
masse grasse totale de I'organisme (Figure 47.@) pbids des différents dépbts adipeu

X

(Figure 47.B) sont significativement inférieurs zles rats Lou/C (masse grasse totale : 21,3

g/16,9 g; sous-cutané : 4,4 g/ 2 g ; epididyrd® g / 1,1 g ; rétropéritonéal 2,99g/0,7 g

mésentérique : 1,6 g / 0,83 g ; omental 0,43 g/ig),Zependant, une fois normalisée par

le

poids total des rats, la masse grasse n’est paicagivement différente entre les rats Lou/C

et Wistar (Figure 47.D). La prise alimentaire, nrfésuen poids sec de nourriture ingérée p

ar

jour, est significativement inférieure chez lessrabu/C en comparaison aux rats Wistar
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(Figure 47.E), mais comparable une fois normaljsiele poids total des rats (Figure 47.F).
Les mesures de masse grasse et de prise alimeotdirété réalisées par I'équipe de
LM.Williams.

[.1.b. Niveaux plasmatiques de leptine et de ghréie.
A trois mois, les taux plasmatiques de leptinet soférieurs (30%) chez les rats
Lou/C par comparaison aux rats Wistar. Au contrd@s taux plasmatiques de ghréline sont
supérieurs (50%) chez les rats Lou/C (Figure 48).

leptine ghréline
140 *%%k 180+ < kel >
120 « > 160- T
100 140- [
oy 120
% 80 % 100-
60- : 80-
40- 601
40
20 201
0 T ! 0
Wistar Lou/C Wistar LouC
Fig 48: Taux plasmatiques de leptine et ghréline chdes rats Lou/C et Wistar.
Les résultats sont exprimés en pourcentage dedar(trou/C: n=6 ; Wistar: n=6. *** p< 0,001).

[.2. Expression des sécrétagogues hypothalamique$iBH et SRIF et

de leurs récepteurs.

Nous avons mesuré par PCR quantitative en termgls néalisée a partir d’ARN
extraits de I'’hypothalamus entier, I'expression @G&RH et SRIF. Celle-ci n'est pas
significativement différente entre les rats Lou/€C Wistar (Figure 49.A). Au niveau
hypophysaire, toujours en utilisant la techniquePd&ER quantitative en temps réel, aucune
différence significative n’a été observée dansgiession des récepteurs du GHRH (GHRH-
R) et du SRIF (isoformes sst-1R, sst-2R, sst-5/Rjedes rats Lou/C et Wistar (Figure 49.B).
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. Wistar . Wistar
A |:| Lou/C B |:| Lou/C
140 140
120 T | 120 | |
s &
60 60
40 40
20 20
0+ T 0 \ ‘ ‘
GHRH SRIF GHRH-R sstl-R sst2-R sst5-R

Fig 49: Le systéme des sécrétagogues GHRH et SRIFeeHes rats Lou/C.

A. Etude par PCR quantitative en temps réel de lesgion hypothalamique du GHRH et du SRIF cheZ les
rats Lou/C et WistarB. Etude par PCR quantitative en temps réel de lesgion hypophysaire des
récepteurs du GHRH (GHRH-R) et du SRIF (isoforms$-8, sst2-R, sst5-R). Les résultats sont exprimés

en pourcentage de contrble (rats Wistar). (Lou& B nWistar: n=6).

[.3. Expression des récepteurs de la leptine et ¢eeghréline.
[.3.a. Au niveau hypophysaire.

Par PCR quantitative en temps réel, nous avonsemig€vidence une expression
hypophysaire de ObRa et ObRb inférieure (35 - 40B&k les rats Lou/C, par comparaison
aux rats Wistar (Figure 50.A). Suite a l'utilisatid’un kit commercial ELISA (R&D system),
nous avons observé une quantité de protéine ObRte§oisoformes membranaires
confondues) exprimée dans I'hypophyse inférieuB84Bchez les rats Lou/C (Figure 50.B).

L'utilisation de la techniqgue de PCR quantitatie temps réel nous a permis de
mettre en évidence une expression hypophysaire Hi8-I& supérieure (40%) chez les rats
Lou/C, par comparaison aux rats Wistar (Figure 0841 niveau de la protéine, nous avons
également observé par la technique de Westernimetaugmentation de GHS-R au niveau

de I'hypophyse chez les rats Lou/C (Figure 50.C).

[.3.b. Au niveau des cellules somatotropes.
Quantification de fluorescence.

Par la technique de quantification de fluorescencels avons mis en évidence une
quantité de protéine ObR exprimée au niveau ddsleglsomatotropes significativement
inférieure (40%) chez les rats Lou/C, par comparaiaux rats Wistar (Figure 51). La
quantité de protéine GH contenue dans les celhdasatotropes est, quant a elle, comparable

entre rats Lou/C et Wistar (Figure 51).
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Fig 50: Expression hypophysaire des récepteurs de leptine et de la ghréline chez les rats Lou/C.

les rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont ex@si@n pourcentage de contrdle (rats Wistar) (Lon#®: ;
Wistar: n=6. *** p<0,001).B. Etude par ELISA de la quantité de protéine ObR iexpe au niveay
hypophysaire chez les rats Lou/C et Wistar. Leslt&@s sont exprimés en pourcentage de controte
Wistar) (Lou/C: n=4 ; Wistar: n=4. *** p<0,001E. Analyse par Western-blot de I'expression protéidad
GHS-R au niveau hypophysaire chez les rats LouMiistar (Lou/C: n=3 ; Wistar: n=3).

A. Etude par PCR quantitative en temps réel de lesgion hypophysaire de ObRa, ObRb et GHS-R ¢

hez
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90 1 [ obr
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Fig 51: Expression du récepteur de la leptine au niai des cellules somatotropes des rats Lou/C
Wistar.

L’expression de ObR et GH au niveau des cellulemasotropes a été étudiée par la technique
quantification de fluorescence. Les résultats saptimés en unité arbitraire de fluorescence (Louwl'€3 ;

1%
—

de

Wistar: n=3. ** p<0,01).

« Laser Capture Microdissection » (LCM)

Nous avons utilisé la techniqgue de LCM afin d'esoles cellules GH, identifiées par

une immunofluorescence réalisée sur des coupespapimyse congelées (Figure 52.A

panneau de gauche). La technigue de LCM ne pemeftas, avec les appareils

commercialisés a I'heure actuelle, de microdisséque seule cellule, nous avons tiré
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avantage du fait que les cellules somatotropes sayanisées entre elles en un véritable

réseau tridimensionnel a grande échelle au seltng@ophyse (voir Introduction - chapitre 4

[.2). Au sein de ce réseau, les cellules GH sogtotgées en amas de plusieurs cellules,

permettant leur isolation par la technique de LGMgure 52.A panneau central). L'analyse

de la qualité des ARN extraits a partir des ceflildematotropes capturées n’a révelé aucune

dégradation (Figure 52.A. panneau de droite). Apmaplification des ARNm, nous avons

réalisé une analyse par PCR quantitative en temdgsde I'expression de ObRa ,ObRb et

GHS-R et n’avons observé aucune différence sigifie entre rats Lou/C et Wistar (Figure

52.B).

------

8: <
ize [nt) End Size (nt) Area % of totel Ares.

. Wistar
|:| Lou/C

160,
1401
1201
1001
80
60
40+
20

ObRa ObRb GHS-R

isolées par LCM.

Bioanalyse (Agylent) de la qualité des ARN extrais dellules somatotropes capturées par LCM (pan

cellules somatotropes capturées par LCM. Les m@sultont exprimés en pourcentage de contréle

Fig 52. Expression des récepteurs de la leptine et ¢ ghréline au niveau des cellules somatotropeg

A. Immunofluorescence anti-GH réalisée sur des coupagetées d’hypophyse en suivant le protod
établi pour la LCM (panneau de gauche). Image deleslGH capturées par LCM (panneau du milig

de droite) B. Analyse par PCR quantitative en temps réel de tesgion de ObRa, ObRb et GHS-R dans

ole
u).
heau
les
rats

Wistar). (Lou/C: n=3 ; Wistar: n=3).

|.4. Effets de l'injection de leptine.

I.4.a. Sur la concentration plasmatique de GH.

Suite a l'injection intrapéritonéale aigué de iept(leptine de rat, 2 mg/kg), nous

avons mesuré la concentration plasmatique de GH lgarprélevements sanguins réalisés au
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moment de I'euthanasie des rats, a l'aide d’urEkitSA (ELISA GH rat, Spibio). Aucune
différence significative entre la concentrationspfatique de GH des rats Lou/C et Wista

avant ou apres injection de leptine, n'a été olise(Figure 53.A).

[.4.b. Sur I'expression des récepteurs de la leptinet de la ghréline au

niveau hypophysaire.

r

L’injection aigué intrapéritonéale de leptine (iep de rat, 2 mg/kg) n’induit pas de

modification significative de I'expression hypophye de ObRa et ObRb, étudiée par PC

R

quantitative en temps réel, entre les rats Lou/Vistar (Figure 53.B). L’expression de GHS-

R est augmentée significativement chez ces deushssude rats, aussi bien 2 heures que 4

heures apres I'injection de leptine (Figure 53.B).

A B
g 300+ **
o7 [ I 2501 < ¥ B wistar
E6 9 200 i jf Wistar + Ob 2 h
gi 0 150+ Wistar + Ob 4 h
5 3 1001 L ] Lou/c
2 50 [] Louc+ob2h
1 U] Louic +Ob 4h
0 ‘ ‘ 0 - w w
Wistar Lou/C ObRa ObRb GHS-R

Fig 53: Effets de linjection de leptine sur la conentration plasmatique de GH et I'expression
hypophysaire des récepteurs de la leptine et de ¢garéline.

A. Mesure par ELISA des taux plasmatiques de GH cheraks Lou/C et Wistar, 2 h aprés injection aig
intrapéritonéale de leptin®. Analyse par PCR guantitative en temps réel de fesgion hypophysaire d
ObRa, ObRb et GHS-R suite a I'injection aigué intriépééale de leptine, chez les rats Lou/C et Wig
Les résultats sont exprimés en pourcentage dedterftats Wistar sans injection de leptine). (Laui€6 ;

Lou/C + leptine 2 h: n=5; Lou/C + leptine 4 h: n=8Vistar: n=6 ; Wistar + leptine 2 h: n=6 ; Wistar
leptine 4 h: n=6. * p<0,05; ** p< 0,01).

ué

0]

tar

l.4.c. Sur I'expression des récepteurs de GHRH et=3F.

Dans les mémes conditions expérimentales que geéudent, les expressions

hypophysaires des différentes isoformes du récemteuSRIF ne sont pas modifiées par

l'injection de leptine, aussi bien chez les ratauA® que chez les rats Wistar (Figure 54).

L’expression hypophysaire de GHRH-R suite a I'itii@t de leptine n’est pas modifiée chez

les rats Wistar, mais est significativement dimm(@4%) chez les rats Lou/C, 2 heures aprés

injection (Figure 54).
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. Wistar
Wistar + Ob 2 h
] Louic

[7] Loulc +Ob2h

GHRH-R sst-1R sst-2R sst-5R

Fig 54: Effets de l'injection de leptine sur I'expression hypophysaire des récepteurs de GHRH et SRIF.

Analyse par PCR quantitative en temps réel de tesgion hypophysaire de GHRH-R, sst-1R, 25t
sst-5R, suite a l'injection aigué intrapéritonéalelegtine, chez les rats Lou/C et Wistar. Les réssisont
exprimés en pourcentage de contrdle (rats Wistas sgection de leptine). (Lou/C: n=6 ; Lou/C + fiee:
n=5; Wistar: n=6 ; Wistar + leptine: n=6. *** p<@D1).

140

%
1201 Bl
100 . Wistar
% 80 Wistar + Ob 2 h
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201
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Fig 55: Effets de l'injection de leptine sur I'expression hypophysaire des récepteurs de la GH et
d'IGF-1.

Analyse par PCR quantitative en temps réel de tesgion hypophysaire de GH-R et IGF-1R suit
I'injection aigué intrapéritonéale de leptine, cheg rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont ex@siran
pourcentage de contrble (rats Wistar sans injea®mfeptine). (Lou/C: n=6 ; Lou/C + leptine: n=5; &Aér:
n=6 ; Wistar + leptine: n=6. *** p< 0,001).

11%

I.5. Les rétrocontrles négatifs de I'axz somatotnoe chez les rats

Lou/C.

L'étude de l'expression hypophysaire du réceptdarla GH (GH-R) par PCR
quantitative en temps réel n’a révélé aucune diffée entre rats Lou/C et Wistar. Cependant,
suite a l'injection intrapéritonéale de leptinegxpression de GH-R est significativement
diminuée (26%) chez les rats Lou/C (Figure 55)xptession hypophysaire du récepteur de

IGF-1 (IGF-1R) est significativement inférieure §8lchez les rats Lou/C par comparaison
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aux rats Wistar. L’injection intrapéritonéale deptlee n’induit pas de modification
significative de I'expression hypophysaire de 1G®-dhez les deux souches de rats (Figure
55).

[.6. SOCS-3.

Au niveau de I'hypophyse, I'analyse par PCR quatitie en temps réel montre que
I'expression de SOCS-3 est significativement sapde (42%) chez les rats Lou/C par
comparaison aux rats Wistar. L’injection aigué aperitonéale de leptine induit une
augmentation significative (29%) de I'expressionSfeCS-3 chez les rats Wistar (Figure 56).
Par la technique de quantification de fluorescemoeis avons observé que la quantité de
protéine SOCS-3 exprimée dans les cellules sonoaiedrest comparable chez les rats Lou/C
et Wistar (Figure 56).

A 200 < * >
180
160) ek | W st
120 [ Wistar + Ob 2 h
% 100 [ Lou/c
80
60 [ Lourc +0b 2h
40
20
° 7
Wistar Lou/C
B 10 " CoH
¢ 80 [ < > Eobr
(R3]
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= O
28 60 |
ce %
=2 = 401
58 30 !
20/ !
10
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Wistar Lou/C
Fig 56: Expression de SOCS-3 chez les rats Lou/C.
A. Analyse par PCR quantitative en temps réel de tesgion hypophysaire de SOCS-3, suite & june
injection aigué intrapéritonéale de leptine, chez fats Lou/C et Wistar. Les résultats sont expriees
pourcentage de contrfle (rats Wistar sans injedfi®reptine). (Lou/C: n=6 ; Lou/C + leptine 2 h: n35;
Wistar: n=6 ; Wistar + leptine 2 h: n=6. * p<0,05;p< 0,01).B. Analyse de la quantité de protéine SOC$-3
exprimée dans les cellules somatotropes par la tegbmg quantification de fluorescence. Les résudiats
exprimés en unité arbitraire de fluorescence. (Lou 3 ; Wistar: n=3. ** p< 0,01).
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[.7. Action autocrine/paracrine de la leptine et dda ghréline.

Par PCR quantitative en temps réel nous avonséétigkpression des hormones
leptine et ghréline au niveau de I'hypophyse. Liegsion hypophysaire de la leptine est
significativement inférieure (32%) chez les ratsul® par comparaison aux rats Wistar.
L’expression hypophysaire de la ghréline est ellmgarables entre les deux souches de rats
(Figure 57).

L’injection aigué intrapéritonéale de leptine indune diminution significative de
I'expression hypophysaire de la leptine chez lés tau/C et Wistar (4 h apres injection)
(28% et 27% respectivement), mais n’influence f@gtession hypophysaire de la ghréline
(Figure 57).

160- - FEK
140: - B wistar
120 &5 I Wistar + Ob 4 h
0/ 100- P13
o0 ] Lourc
60- - [7] Louc + Ob 4 h
40- /
20
oA A A
Leptine Ghréline

Fig 57: Expression hypophysaire de la leptine et de lghréline.

Analyse par PCR quantitative en temps réel de fesgion hypophysaire de la leptine et de la gheglin
suite & une injection aigué intrapéritonéale de teptichez les rats Lou/C et Wistar. Les résultatg 50
exprimés en pourcentage de controle (rats Wistars sijection de leptine). (Lou/C: n=6 |;
Lou/C + leptine 4 h: n=6; Wistar: n=6 ; Wistar + lie@ 4 h: n=6. *** p< 0,001).

[l. Discussion.

La sécrétion de GH diminue progressivement avagel’ mais cette diminution est
moins importante chez les rats Lou/C par compamnagsorat Wistar. Néanmoins a I'age de 3
mois, la sécrétion de GH est comparable entre ees souches de rats, aussi bien en terme
d’amplitude et de fréquence des pics de sécrétivengterme de contenu hypophysaire en
GH (Kappeler Let al. 2004a). Cependant nos résultats montrent qualespiasmatiques de
leptine et ghréline varient entre rats Lou/C et tAfisaigés de 3 mois. Ces deux hormones
participant a la régulation de la sécrétion de Gdtament expliquer alors que cette sécrétion

soit comparable entre les rat Lou/C et Wistar ?
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[I.1. Le systeme GHRH / SRIF.

Afin de répondre a cette question, nous avonsiétiedsystéme des sécrétagogues
hypothalamiques GHRH et SRIF qui sont parmi leagipaux régulateurs de la sécrétion de
GH. Nos données montrent que I'expression hypothigize de GHRH et SRIF ainsi que
I'expression hypophysaire de leurs récepteurs sontparables entre rats Lou/C et Wistar.
Ceci suggére que le systeme GHRH / SRIF n’est ffasté@ chez les rats Lou/C, méme s'il ne
faut pas confondre expression et sécrétion de®ts@ogues. Ces résultats sont en accord
avec une sécrétion de GH comparable entre cessteickes de rats, a I'age de 3 mois.

Néanmoins, les expressions de GHRH et SRIF notatnsomt régulées par la leptine
et la ghréline entre autres. Ainsi la variation thes plasmatiques de ces deux hormones chez
les rats Lou/C devrait se répercuter sur le sys®@mBH / SRIF.

[l.1.a. Régulation de I'expression du GHRH et de SK.

Une expression hypothalamique de GHRH comparattie eats Lou/C et Wistar a
également été mise en évidence par une autre édeipecherche (Kappelerdt al. 2004a).
Les neurones a GHRH sont localisés principalemamigeau de 'ARC, et & un moindre
degré au niveau du VMH (Bloch Bt al. 1983). Dans ces noyaux hypothalamiques,
I'expression de GHS-R est inférieure chez les katg/C utilisés dans cette étude (Mitchell
SEet al. 2006), ce qui pourrait compenser I'effet stimulatsur I'expression hypothalamique
de GHRH des taux plasmatiques de ghréline élevextésistiques de cette souche de rats
(Dickson SL et Luckman SM 1997; Tannenbauméeb&. 2003). Au niveau de 'ARC et du
VMH, I'expression de ObRb est également inférieclmez les rats Lou/C utilisés dans cette
étude (Mitchell SEet al. 2006), qui sont donc caractérisés par des tausmatques de
leptine et une expression hypothalamique de someptéar inférieurs. Ainsi, ['effet
stimulateur de la leptine sur I'expression de GHRdrro Eet al. 1999) est plus faible chez
les rats Lou/C, par comparaison aux rats Wistar.

Le SRIF est synthétisé principalement par desamas hypothalamiques localisés au
niveau du PVN (Harvey & al. 1994). Aucune information n’est disponible danbttérature
sur I'expression de ObRb et GHS-R au niveau deay&aun hypothalamique, chez les rats
Lou/C. Cependant, I'action hypothalamique de Iditepet de la ghréline sur la sécrétion de
GH est médiée en partie par les neurones NPY.dctign ICV de NPY stimule la sécrétion
de SRIF au niveau de la tige pituitaire (Hisanet 8. 1990; Rettori Vet al. 1990) et induit
une suppression totale ou partielle de la sécrégoGH (Rettori Vet al. 1990; Pierroz DDet
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al. 1996). Malgré une expression de SRIF comparatite ests Lou/C et Wistar, I'expression
de NPY au niveau de 'ARC est supérieure chez #&s kou/C utilisés dans cette étude
(Mitchell SE et al. 2006). L’expression de SRIF est également stimpbkfel'insuline chez
'homme et les rongeurs (HarveyeBal. 1994), et les taux plasmatiques d’insuline sont
inférieurs ou comparables chez les rats Lou/C édgé3 mois (Perrin @t al. 2003; Kappeler

L et al. 2004b; Mitchell SEet al. 2006).

En conclusion, I'expression hypothalamique de GHRFERIF est comparable entre
rats Lou/C et Wistar méme si les nombreux facteorgrolant leur expression varient entre
les deux souches de rats, facteurs qui au finabegensent entre eux. Ce cas de figure est
eégalement retrouvé dans une étude montrant queledeouris obeses DIO I'expression de
GHRH et SRIF n’est pas modifiée, malgré des taasmphtiques de ghréline diminués, une
hyperleptinémie, une hyperglycémie et une modificatie I'expression de NPY (Luque RM
et Kineman RD 2006).

L’expression du GHRH est comparable entre rats Cai/Wistar tout au long de leur
vie (Kappeler Let al. 2004a), suggérant que la sécrétion de ce sécprtadoy/pothalamique
n'est pas responsable de la plus faible diminutiten la sécrétion de GH avec I'age,
caractéristique des rats Lou/C. Aucune donnée coanel'évolution de I'expression et de la
sécrétion de SRIF avec I'age n’est disponible dan#térature. En conclusion, I'équilibre
GHRH/SRIF n’étant pas affecté chez les rats LoléQiiveau hypophysaire de la régulation
de la sécrétion de GH prend donc toute son impogtan

[I.1.b. Régulation de I'expression hypophysaire desécepteurs de GHRH
et SRIF.

Concernant I'expression hypophysaire du réceptturGHRH (GHRH-R) et des
différentes isoformes du récepteur de SRIF (sstsBR2R, sst-5R), aucune différence entre
rats Lou/C et Wistar n’a été observée. Cependdmypdphyse étant composée de plusieurs
populations de cellules endocrines, cela ne vesitdir® que I'expression de ces récepteurs
n'est pas modifiée au niveau des cellules somates.o

Dans le cas du récepteur de SRIF, seules les isefosst-1R, sst-2R et sst-5R sont
exprimées dans I'hypophyse, et ce sont sst-2Rt&Rsgjui sont principalement impliquées
dans le contréle de la sécrétion de GH chez |¢Raynor Ket al. 1993; Shimon let al.
1997). Mais le SRIF participe égalemevig sst-2R et sst-5R, a la régulation de la sécrétion
des hormones hypophysaires TSH, PRL et LH (Shimarall. 1997) et le récepteur de SRIF

(toutes isoformes confondues) est localisé dangssdémble des cellules endocrines de
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I'adénohypophyse (Morel @t al. 1985). Ainsi notre étude de I'expression hypopirgsdu
récepteur de SRIF ne nous donne malheureusemenineguinformation incompléte
concernant 'impact de SRIF sur la régulation dederétion de GH chez le rat Lou/C.

Le GHRH-R étant exprimé spécifiguement au nivezaiakllules somatotropes (Morel
G et al. 1999), I'expression de ce récepteur au niveau 'ldgpdphyse entiere reflete
précisément son expression au niveau de ce tyhdaded. L'expression de GHRH-R est
comparable entre rats Lou/C et Wistar agés de 3s,muoalgré les nombreux facteurs
contrblant son expression qui varient entre ceg deuches de rats.
Ainsi, I'expression de GHRH-R est inhibée par litise (Luque RM et Kineman RD 2006)
et IGF-1 (Lugue RMet al. 2006a). Malgré une sécrétion de GH comparable,tdax
plasmatiques d'IGF-1 sont inférieurs chez les Latg/C agés de 3 mois (Kappeleret.al.
2004a; Kappeler let al. 2004b). Cependant aucune information n’est diggersur les taux
plasmatiques d’'IGF-1 biologiquement actif chezrbgs Lou/C et Wistar.
Les FFA, qui sont de puissants inhibiteurs de ta&i®on de GH (Casanueva EfFal. 1987;
Alvarez CVet al. 1991), inhibent I'expression hypophysaire de GHRHEuque RMet al.
2006a). Cependant les taux plasmatiques de FFAceomparables entre rats Lou/C et Wistar
agés de 3 mois (Couturierdfal. 2002).
Les hormones Thyroxine (T4) et Triiodothyroxine J;T8écrétées par la glande thyroide en
réponse a la TSH, stimulent la sécrétion de GHeapitession hypophysaire de GHRH-R
(Miki N et al. 1995; Korytko A et Cuttler L 1997). Chez les ratsu/C utilisés dans cette
étude, les taux plasmatiques de TSH et T4 sontiéufiés, tandis que les taux de T3 semblent
inchangés (Mitchell Skt al. 2006). Cependant, chez les rats Lou/C, le systladiormones
thyroidiennes ne semble pas étre un facteur prédorhide la régulation de I'expression
hypophysaire de GHRH-R, ceci est di au fait qu’ixiste pas de corrélation entre
I'évolution de I'expression de GHRH-R avec I'agd’'étolution des taux plasmatiques de T4
(Veyrat-Durebex &t al. 2005).
La leptine et la ghréline régulent également I'egsion hypophysaire de GHRH-R mais cette
action n’est pas encore clairement définie. Laiteptmalgré son action stimulatrice sur la
sécrétion de GH, semble inhiber I'expression hygsphte de GHRH-R, du moins dans un
modele de culture primaire de cellules adénohyps@ings de vache (Roh SéBal., 2001).
La ghréline semble également, de facon encore pluprenante, inhiber I'expression
hypophysaire de GHRH-R dans un modeéle de culturegme de cellules hypophysaires de
porc (Luque RMet al. 2004).
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L'altération de la sécrétion de GH avec lI'age associée a une diminution de
I'expression hypophysaire de GHRH-R et de la répates cellules somatotropes au GHRH
(Lefrancois Let al. 1995; Girard Net al. 1999). Cependant, chez les rats Lou/C, I'expr@ssio
hypophysaire de GHRH-R est relativement constaates de temps et comparable entre rats
ages (24 mois) et jeunes (3 mois) (Veyrat-Durebeat @. 2005). Sachant que I'évolution
avec l'age de l'expression hypothalamique de GHRHo®mparable entre rats Lou/C et
Wistar (Kappeler Let al. 2004a), I'expression constante de GHRH-R prendet@on
importance dans la plus faible diminution de laéton de GH chez les rats Lou/C agés.

[I.2. Expression des récepteurs de la leptine et da ghréline.

Les taux plasmatiques de ghréline et de leptinatdifférents entre rats Lou/C et
Wistar, I'étude de I'expression hypophysaire derdewécepteurs est primordiale pour
appréhender la régulation de I'axe GH chez le cat/C. Rappelons ici que les expressions de
ObRb et de GHS-R au niveau de I'ARC et du VMH swrférieures chez les rats Lou/C
utilisés dans cette étude (Mitchell 8&al. 2006).

[1.2.a. Expression hypophysaire de GHS-R.

Comme nous l'avons vu, il faut dissocier les afferexigéniques et ceux sur la
sécrétion de GH de la ghréline. L’action de la gheésur la sécrétion de GH semble médiée
principalement par I'hypophyse, son effet sur lalabee énergétigue étant lié a
I'hypothalamus (Howard ADet al. 1996; Shuto Yet al. 2002). De plus, le systéme
GHRH/SRIF n'étant pas affecté chez les rats Lod/i@pact des taux plasmatiques de
ghréline supérieurs, caractéristiques de cettehgode rats, sur la sécrétion de GH doit donc
étre examiné au niveau hypophysaire.

Si, chez le rat, I'injection centrale de ghrélstanule la sécrétion de LH, GH, PRL et
ACTH (Korbonits Met al. 2004; Igbal Jt al. 2006), I'injection intraveineuse de ghréline
n'influence pas la sécrétion des hormones hypojtesautres que la GH (Kojima k&t al.
1999). Cela suggere que GHS-R est exprimé tresritajement au niveau des cellules
somatotropes, ce qui a été confirmé (Smith &Gl. 1997; Korbonits Met al. 2004).
L’expression de GHS-R dans I'hypophyse entiereetefldonc son expression dans les
cellules somatotropes. Nos résultats obtenus pRr dR@ntitative en temps réel montrent que
I'expression hypophysaire de GHS-R est supérietiez des rats Lou/C. En conclusion,

malgré une synthése et une sécrétion de GH comniparabtre rats Lou/C et Wistar, I'action
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de la ghréline est supérieure chez les rats Lot (de ghréline plasmatique et expression
hypophysaire de GHS-R plus élevés). Ceci suggeasterdmgnt, chez les rats Lou/C, un
meilleur effet de potentialisation de la ghréling & réponse des cellules somatotropes au
GHRH dont le taux est similaire entre les deux kesde rats étudiés.

L’expression hypophysaire de GHS-R est inhibéelp&H (Kamegai &t al. 1998),
les FFA (chez les primates du moins (Luque BMal. 2006a)) et stimulée par le GHRH
(Kineman RDet al. 1999)), autant de facteurs qui ne varient paseiatis Lou/C et Wistar
agés de 3 mois. L'expression hypophysaire de GH3uR élevée peut étre expliquée en
partie par I'action de l'insuline qui I'inhibe (Lug RM et Kineman RD 2006) et dont les taux
plasmatiques semblent inférieurs chez les rats@.¢Berrin Det al. 2003; Kappeler Let al.
2004b). Les niveaux plasmatiques de T4, qui stiniiebgression hypophysaire de GHS-R
(Kamegai Jet al. 2001a) sont plus élevés chez les rats Lou/C (MIitcBE et al. 2006). Les
taux plasmatiques de ghréline sont uniquement muypérchez les rats Lou/C agés de 3 mois
et comparables chez les rats Lou/C et Wistar agesldnois, malgre le lien entre la sécrétion
de ghréline et les niveaux de masse adipeuse dgtizsme (Kappeler Et al. 2004a). A 24
mois, I'expression hypophysaire de GHS-R est égattroomparable chez les rats Lou/C et
Wistar. Ces données suggerent que le systemerghréést pas impliqué dans la sécrétion de
GH supérieure chez le rat Lou/C agés (Kappelerdl. 2004a).

[1.2.b. Expression hypophysaire de ObR.

Comme nous l'avons vu dans la partie Introductidsliiographique, I'action de la
leptine au niveau hypophysaire reste soumise armarse. Dans cette étude, grace a la
technique de PCR quantitative en temps réel, neassamontré I'expression hypophysaire
de ObRa et surtout de ObRDb, en utilisant deux esug@lamorces différents dans ce dernier
cas afin de réduire les artéfacts expérimentauxé@aitat contredit en soit les détracteurs de
I'action hypophysaire de la leptine, mais est eegadtion avec les différentes études
montrant I'expression hypophysaire de ces deuxorisads de ObR dans I'hypophyse
humaine et murine (Cai A et Hyde JF 1998; DieteKcbt Lehnert H 1998; Jin &t al. 1999;
Morash Bet al. 1999; Jin Let al. 2000; Morash Bet al. 2001). Nos résultats montrent que
I'expression de ObRa et de ObRb dans I'hypophysiérerest inférieure de 35-40% chez les
rats Lou/C par comparaison aux rats Wistar. Ensatit un kit Elisa (R&D system), nous
avons également observé que la quantité de pro@ie (toutes isoformes membranaires
confondues) exprimée au niveau de I'hypophysenéstieure (40%) chez les rats Lou/C.
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L’équipe de Osamura montre que ObR est expriménitayement (a 98%) dans les
cellules somatotropes (Sone &l al. 2001). Cependant, étant donné les multiples action
physiologiques de la leptine et I'importance dg/jphyse en tant que glande endocrine, il
est impossible aux vues des connaissances actd@tzster la possibilité que plusieurs types
de cellules endocrines adénohypophysaires expri@BRt De plus, nos résultats d'immuno-
marquage anti-ObR dans I'hypophyse montrent quecepteur est également localisé dans
des cellules autres que les cellules somatotropes.

Nous avons étudié par la technigue de quantifioadi® fluorescence la quantité de protéine
ObR exprimée au niveau des cellules somatotropesbstrvé une diminution de cette
expression chez les rats Lou/C, diminution quidestnéme ordre de grandeur qu’au niveau
de I'hypophyse entiere (40%). Cette technique @& @é¢ utilisée précédemment par notre
équipe, et bien gu’elle soit peu populaire elle fesble, méme si elle ne donne qu'une
approche semi-quantitative de I'expression (Merké@iet al. 2003).

Afin d’étudier, au niveau des cellules somatotropiegpression des deux isoformes ObRa et
ObRb, que nous ne pouvons distinguer par la teaende quantification de fluorescence
(principalement parce qu’il n’existe pas d’anticorgnti-ObRb commercial de qualité), nous
avons procédé a l'isolation des cellules somatesqpar la technique de LCM suivie d'une
analyse par PCR quantitative en temps réel. Nowmsavnontré que cette technique est
applicable aux cellules somatotropes grace a lenganisation 3D et au protocole
d'immunofluorescence que nous avons développé pmmed’identifier ces cellules sans
altérer la qualité des ARN extraits. Ce protocodgnpet potentiellement de capturer des
cellules de n'importe quel tissu, dans la limite ldeganisation spatiale et de I'expression
cellulaire de la protéine spécifique permettant lmconnaissance. En effet notre protocole
expérimental a bien fonctionné grace au fait qu&lt est tres exprimée dans les cellules
somatotropes, permettant leur identification pae wgaction d'immunofluorescence trés
courte dans le temps.

L'utilisation de la LCM nous a permis de montreedas deux isoformes ObRa et ObRb sont
exprimées au niveau des cellules somatotropesuyicest|déja un résultat trés intéressant en
soit.

Cependant les différences d’expression de ObRa,bGidRGHS-R entre les rats Lou/C et
Wistar ne sont pas significatives dans nos conditiexpérimentales. Ceci est principalement
dd a un manque d’expérience de cette techniqueffen) la capture d’un plus grand nombre
de cellules somatotropes a partir de chaque amigd aurait permis d’'une part d’augmenter

la quantité d’ARN obtenue apres extraction (malgré nombre de cellules prélevées
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largement supérieur a celui recommandé par ledabnt), et d’autre part d’avoir une plus
grande vision de l'ensemble de la population delules somatotropes. De plus des
considérations autres que scientifiques (co(t deCligl) ne nous ont pas permis de réaliser
cette technique sur plus de trois rats de chaqiégaae. Dans cette situation, les statistiques
ne pardonnent pas le moindre écart.

En conclusion, l'effet de la leptine sur la séioétde GH est potentiellement plus
faible chez les rats Lou/C. En effet, les faiblesxt plasmatiques de leptine sont associés a
une plus faible expression du récepteur de larepéu niveau hypothalamique (ARC et
VMH) et hypophysaire. Ceci suggére notamment utéraion de la potentialisation de la
leptine sur la réponse des cellules somatotropegSHiRH, potentialisation qui a été mise en
évidence dans des cultures primaires de celluléadpophysaires de rat (Mizunatlal.
1999). Il faut cependant rappeler gu’en compara@soGHRH et a la ghréline, les effets de la
leptine sur la sécrétion de GH sont faibles, etéel impact d’un systeme leptine moins

« efficace » chez les rats Lou/C en ce qui concler@H reste a définir.

[1.3. Les boucles de rétrocontrbles négatifs.

La sécrétion de GH est totalement régulée par kesoaontroles négatifs
hypothalamiques et hypophysaires de la GH et d1GRe systtme GHRH/SRIF étant
comparable entre les rats Lou/C et Wistar, noussnsommes intéressés au niveau
hypophysaire des rétrocontréles. Les taux plasmesigie GH sont identiques chez les rats
Lou/C et Wistar agés de 3 mois, et nous avons mé&eence que I'expression hypophysaire
du récepteur de la GH l'est également. Ces donmémdrent que le rétrocontréle négatif
exercé par la GH sur les cellules somatotropesa@siparable entre rats Lou/C et Wistar.
Néanmoins, encore une fois, il ne faut pas confampression hypophysaire et expression
au niveau des cellules somatotropes et aucunemafarn, chez le rat Lou/C, n’est disponible
concernant les taux plasmatiques de GHBP (« GH iBin@rotein ») qui régule les taux
plasmatiques de GH biologiquement active.

Les taux plasmatiques d’'IGF1 sont inférieurs deszrats Lou/C agés de 3, 12 et 24
mois par comparaison aux rats Wistar du méme agpp@ler Let al. 2004a).

Les auteurs de cette étude suggerent alors, awsxdaiéa sécrétion de GH comparable entre
les rats Lou/C et Wistar agés de 3 mois, une gggist a la GH chez les rats Lou/C.
Cependant cette hypothése est envisageable sill&a itdérieure des rats Lou/C et leur

longévité accrue est prise en considération (lagisdransgéniques surexprimant IGF-1
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vivent en effet moins longtemps (Bartke A 2003)gisnl’est moins aux vues de la faible
adiposité de ces rats, et de leur développementgatoute normal. Le récepteur de I'lGF-1
est exprimé au niveau des cellules somatotropegl€ER et al. 2007) et nous avons mis en
évidence que son expression hypophysaire esténférichez les rats Lou/C, suggérant que le
rétrocontréle négatif exercé par IGF-1 sur lesubedl somatotropes est réduit chez cette
souche de rat (IGF-1 plasmatique et expressiongtysaire de IGF-1R réduits). Cependant,
comme nous l'avons déja signalé, chez les ratsQ,oalicune information n’est disponible

sur les taux plasmatiques de IGF-1BP, qui régutpitntité d'IGF-1 biologiguement active.

[I.4 Effets de l'injection de leptine sur 'axe GH des rats Lou/C et
Wistar.

Les rats Lou/C étant caractérisés par des tasx@iiques de leptine inférieurs a ceux
des rats Wistar, nous avons émis I'hypothese daemsibilité a la leptine différente entre ces
deux souches de rats. De plus, chez les rats LatiliS8és au cours de cette étude,
'expression de SOCS-3 au niveau de I'ARC n’est pasdifiee par une injection
intrapéritonéale de leptine, contrairement aux Vittar ou elle est augmentée, suggérant une
sensibilité a la leptine inférieure au niveau canthez les rats Lou/C (Mitchell S& al.
2006). Chez les rats Sprague-Dawley alimentésfubion ICV de leptine augmente
I'amplitude des pulses de GH et la réponse au GHRRt]is que l'injection ICV de leptine
(aigué) n’induit pas de modification de la sécmétite GH (Carro Et al. 1997; Tannenbaum
GSet al. 1998). Ceci suggere que la leptine, a sa condenmtrplasmatique standard (rats
alimentés normalement), exerce un effet maximallswécrétion de GH. Aux vues de leur
faible taux plasmatique de leptine, les rats Lop#lirraient représenter un bon modéle
d’étude des effets de la leptine sur 'axe GH.

Suite a linjection de leptine, nous n'avons oléermaucune modification de la
concentration plasmatique de GH (2 h aprés injprtahez les rats Lou/C et Wistar. Il est
important de préciser que dans cette expériensaats ont tous été euthanasiés a la méme
heure de la journée (12h30 +/- 30 min). Cependbafaut noter que la techniqgue de mesure
de la sécrétion de GH que nous avons utilisé pastreprésentative. En effet, il aurait fallu
réaliser des profils de sécrétion de GH dans lgseafin de visualiser les pics de sécrétion.
De plus, dans le cas de l'injection aigué d’'unentame, ses effets sur la GH dépendent du
moment de I'injection, s'il correspond a un pic skcrétion de GH ou s'il le précede. Ainsi

dans nos conditions expérimentales, I'absenceat’€i la leptine sur les taux plasmatiques
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de GH n’'implique pas définitivement une absencéfetele la leptine sur la sécrétion de GH.
L’infusion intrapéritonéale sur plusieurs jours kinjection ICV (en aigué ou infusion) de
leptine auraient peut-étre permis de mettre eneénid une différence de sensibilité a la
leptine vis-a-vis de la sécrétion de GH entre eesdouches de rats.

Malgré le manque d’effet visible sur la sécrétitenGH de I'injection intrapéritonéale
de leptine, celle-ci induit des modifications dexpression de certains composants de I'axe
GH. Ainsi au niveau de I'hypophyse, l'injection teptine stimule I'expression de GHS-R
chez les rats Lou/C et Wistar, tandis que I'expogsdes isoformes ObRa et ObRb n’est pas
affectée. La relation entre la leptine et I'expr@ssie GHS-R a déja été observée au niveau
central (Hewson AKet al. 2002; Nogueiras Rt al. 2004), mais nous apportons ici la
premiere démonstration d'un tel effet au niveaudmysaire. De facon intéressante, la
leptine et la ghréline exercent des effets antagesisur le contrdle de la balance énergétique
au niveau central et I'injection ICV de leptine iind 'expression de GHS-R au niveau de
'ARC (Nogueiras Ret al. 2004). Au niveau de I'hypophyse, ou la leptineleeighréline
exercent des effets synergiques sur la sécrétiolde nous montrons que l'injection de
leptine stimule I'expression de GHS-R. Encore umis, fil s’agit d’'un argument tendant a
différencier les effets de la ghréline sur la bataénergétique et sur la sécrétion de GH.

L’injection intrapéritonéale de leptine induit damss conditions expérimentales une
diminution de I'expression du récepteur de la Gljswniguement chez les rats Lou/C. Cet
effet de la leptine sur I'expression hypophysauweGH-R n’a, a ma connaissance, jamais été
mis en évidence. Ainsi chez les rats Lou/C, laitepinfluencerait négativement le systeme
de rétrocontrble de la GH sur sa propre sécréetenqui est en adéquation avec l'effet
stimulateur de la leptine sur la sécrétion de Gépdhdant, les taux plasmatiques de leptine et
I'expression hypophysaire de ObRa et ObRb sont falildes chez les rats Lou/C, et un tel
effet de la leptine exogéne sur I'expression deRSkHeste difficile & intégrer dans le cadre de
la régulation de I'axe GH, dans cette souche dge rat

L’injection intrapéritonéale de leptine induit égalent une diminution de I'expression
hypophysaire de GHRH-R, mais chez les rats LoufiGuament, ce qui est contraire a I'effet
stimulateur de la leptine sur la sécrétion de GH sbn effet de potentialisation de la réponse
des cellules somatotropes au GHRH (Mizumbdl. 1999; Zieba DAet al. 2003). Un tel effet
inhibiteur de la leptine sur I'expression de GHRHaRdéja été mis en évidence dans un
modele expérimental de cultures primaires d’adépopkiyses de bovins (Roh S+ al.
2001). Les deux résultats précédents montrentajgersibilité hypophysaire a la leptine, en

ce qui concerne l'axe GH, est supérieure chez &s Lou/C, malgré une expression
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hypophysaire de ObRa et ObRb inférieure. Cependiaffet de I'injection de leptine sur
I'expression hypophysaire de GHS-R est comparatiiee eats Lou/C et Wistar. Nous avons
montré que I'expression de SOCS-3 au niveau daddeskomatotropes est comparable chez
les rats Lou/C et Wistar, ce qui est égalemenageau niveau de I'ARC chez les rats utilisés
dans cette étude (Mitchell S& al. 2006). L'injection de leptine induit une augmeitdat
significative de I'expression hypophysaire de SCE&iez les rats Wistar, alors qu’elle n’est
pas modifiée chez les rats Lou/C. Toutefois, maskegpression de SOCS-3 au niveau de
I'hypophyse entiére ou des cellules somatotropasn’réalité que peu de sens, étant donné le
rle central de I'nypophyse et le nombre impor@@tcytokines agissant a ce niveau. Nous
n'avons pas examiné chez les rats Lou/C et Wigéfiel de l'injection intrapéritonéale de
leptine sur I'expression hypothalamique de GRHFSRtF. Cependant aux vues des études
menées par d'autres équipes de recherche (CambaE 1999), il est peu probable que
I'injection de leptine dans nos conditions expéntaées ait un effet sur I'expression de ces

sécrétagogues hypothalamiques.

[1.5. Action autocrine/paracrine de la leptine hypghysaire.

La leptine et la ghréline sont exprimées au niviegoophysaire (Jin let al. 1999;
Morash Bet al. 1999; Jin Let al. 2000; Korbonits Met al. 2001). La fonction de cette
synthese ectopique est encore mal définie, maisa ilété proposé que I'action
autocrine/paracrine de la leptine hypophysaireigpét a la régulation de la sécrétion de GH
(Sone Met al., 2001a ; Sone Mt al., 2001b).

Nous avons mesuré par PCR quantitative en temp$ageression hypophysaire de
la ghréline et de la leptine chez les rats Lou/@/estar, traités ou non par la leptine (injection
aigué intrapéritonéale). Nous n’avons observé aeicudifférence significative dans
I'expression hypophysaire de la ghréline entre taia/C et Wistar, et aucun effet de la
leptine sur cette expression. Ces données montyaatl’expression hypophysaire de la
ghréline n’est pas corrélée aux taux plasmatiqeekeptine, contrairement a son expression
stomacale.

L’expression de la leptine hypophysaire est sigatfivement inférieure chez les rats
Lou/C par comparaison aux rats Wistar et l'injectiatrapéritonéale de leptine induit une
diminution significative de cette expression ches ceux souches de rats. Ces résultats
montrent que I'expression hypophysaire de la leptst corrélée aux niveaux plasmatiques

de leptine, suggérant une relation entre le statétabolique de l'organisme et I'action
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autocrine/paracrine de la leptine au niveau hypsaing, et donc potentiellement un effet du

statut métabolique sur la sécrétion de @H a leptine hypophysaire.

I1l. Conclusion.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de éfettie nous a permis d’améliorer la
connaissance du contr6le de la sécrétion de GH tEsezats Lou/C, dont I'étude avait
notamment été abordée dans deux articles publ@mtdcette these (Kappeleretal. 2004a;
Kappeler Let al. 2004b). La sécrétion de GH est comparable enteeLiau/C et Wistar a
I'age de 3 mois, malgré les variations d'importanégulateurs de I'axe GH et notamment les
taux plasmatiques de leptine et ghréline.

Le niveau de régulation hypophysaire est primornoalr expliquer ce phénomeéne, I'équilibre
hypothalamique GHRH/SRIF n’étant pas modifié ené® rats Lou/C et Wistar. L’action
hypophysaire de la ghréline est supérieure chemted ou/C (taux plasmatiques de ghréline
et expression hypophysaire de GHS-R supérieurggligaque I'action de la leptine est
inférieure (taux plasmatiques de leptine et expoaskypophysaire de ObR inférieurs). Les
rats Lou/C sont également caractérisés par unendiian du rétrocontrdle négatif exercé par
IGF-1 sur la sécrétion de GH (taux plasmatiqued@fe-1 et expression hypophysaire de
IGF-1R inférieurs).

Il serait intéressant de réaliser la méme étudBedpression des principaux régulateurs et
composants de I'axe GH en fonction de I'age des kau/C et Wistar, afin d’'identifier les
facteurs responsables de la diminution de la séarde GH ralentie chez le rat Lou/C, autres
que I'expression hypophysaire stable dans le tetegSHRH-R.

Nous avons montré que ObRa et ObRb sont exprimésivau des cellules
somatotropes, et que la leptine régule I'expresbiygpophysaire de composants de I'axe GH
comme le GHRH-R, le GH-R et surtout le GHS-R. Césuitats plaident en faveur d’'un
impact direct de la leptine au niveau hypophysaire la sécrétion de GH. De plus, nous
avons mis en évidence que l'expression ectopiquieptlane au niveau de I'’hypophyse est
corrélée aux taux plasmatiques de leptine. Airssthtut métabolique de I'organisme pourrait
influencer la sécrétion de GH via 'action paraefautocrine de la leptine hypophysaire sur
les cellules somatotropes. Etant donné I'importadeela leptine dans le contréle de
nombreuses fonctions physiologiques comme le mbésat® énergétique et la reproduction,
et étant donné le réle majeur de I'hypophyse ehdae glande endocrine de référence, dont

les hormones jouent également un réle clé dansocesions, il est nécessaire aux vues de
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nos résultats, de réévaluer de facon positiveitiactirecte de la leptine sur la fonction

hypophysaire.
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Etude 3 : Relation entre le processus d’internaligeon du
récepteur de la leptine ObRb et l'activation des vies de

signalisation.

L'internalisation des récepteurs est un procestésdans la régulation des effets
cellulaires d’'une hormone. Malgré I'importance pbi@gique de la leptine, peu d’études ont
été réalisées dans ce domaine et la mécanistiqlieéenalisation du récepteur ObRb est
encore mal définie. Le premier objectif de cettedétest d’approfondir les connaissances
concernant l'internalisation de ObRb et la régolatdu nombre de ObRb localisés a la
surface cellulaire.

L'internalisation d'un récepteur peut influencex mise en place des voies de
transduction du signal sous-jacentes. Si une fieliiion était vérifiee dans le cadre de ObRD,
I'exposition prolongée a de fortes concentratiolaspatiques en leptine, caractéristiques de
I'obésité, pourrait entrainer a terme une modifa@atu processus d’internalisation de ObRDb,
et une déficience des voies de transduction duakigctivées par la leptine participant au
phénomene de résistance a la leptine. Le deuxi®feetd de cette étude est d’étudianitro
la relation entre internalisation de ObRb et atiivades voies de signalisation en réponse a

la leptine

|. Caractérisation de l'internalisation de ObRb.

[.1. Choix et caractérisation du modéle cellulaire.
[.1.a. Choix du modele d’étude.

Afin d’étudier les caractéristiques de l'intersalion du récepteur de la leptine ObRDb,
et devant I'absence de lignées cellulaires exprin@sRb de facon endogene, nous avons
choisi comme modéle d’étude principal les cellu#skK293 (HEK ; « Human Embryonic
Kidney ») surexprimant de facon stable ObRb (deispucouplé ou non a la protéine GFP
insérée dans le domaine intracellulaire du réceptdiEK-ObRb ; HEK-ObRb-GFP). Les
raisons du choix de la lignée cellulaire HEK sontltiples: i) ce sont des cellules
couramment utilisées dans I'étude des mécanisneteidialisation, ii) les précédentes études
réalisées dans le domaine de l'internalisation étepteur de la leptine ont utilisé comme
modeéle cellulaire les cellules CHO et COS-7 ; lesactéristiques d’internalisation d’'un

récepteur pouvant varier selon le type celluldingjisation des cellules HEK nous permet de
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confronter nos résultats a ceux déja publiés. Nos également utilisé avec parcimonie
des cellules CHO transfectées transitoirement &gemémes constructions ObRb et ObRb-
GFP (CHO-ObRb ; CHO-ObRb-GFP).

Un des problemes majeurs rencontrés dans I'étada kbptine et de son récepteur en
général est le manque d’anticorps commerciaux @bR- de qualité et polyvalents. Nous
avons utilisé la protéine GFP, couplée a ObRb, pant de faciliter la visualisation de ce
récepteur en microscopie. La GFP permet égalenefddiliter les techniques classiques de

biochimie (Western-blot et immuno-précipitation)lerilisant comme étiquette moléculaire.
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Fig 58: Caractérisation des cellules HEK-ObRb-GFP.

A. Quantité de leptine radio-marquée fixée a la serfdes cellules HEK WT, HEK-ObRb et HEK-ObRp-
GFP déprivées en sérum (12 h), mesurée par la teshnig « 1?5 binding ». B. Analyse par
immunoprécipitation et Western-blot de I'activatida STAT3 en réponse a la leptine (50 nM), dans| les
cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12 h). Bl Activée est révélée par un anticorps anti-
phosphotyrosine (panneau supérieur) et la quantitéTédd Stotale par un anticorps anti-STAT3 (panneau
inférieur).C. Immunofluorescence anti-STAT3 sur des cellules HEK-DEP déprivées en sérum (12 |h)
et stimulées par la leptine (50 nM, panneau inféyieumon (panneau supérieur).

[.1.b. Caractérisation fonctionnelle des cellules BK-ObRb-GFP.

Les clones HEK-ObRb et HEK-ObRb-GFP utilisés darette étude ont été
caractérisés, afin de vérifier que 'insertion detotéine GFP dans le domaine intracellulaire
du récepteur n’induit pas de modification significa sur I'impact de la leptine. Les cellules
HEK-ObRb-GFP et HEK-ObRb présentent des constat@dsison a la leptine comparables,
méme si elles sont légerement inférieures dansdigles HEK-ObRb-GFP, signe probable

d’une différence d’expression du récepteur enselenes sélectionnés (Figure 58.A).
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Dans les cellules HEK-ObRb-GFP, l'activation depltéine STAT3 en réponse a une
stimulation par la leptine (50 nM) est observabbeea 10 minutes de stimulation, et est
maximale aprés 30 minutes de stimulation (Figur&p&ans les cellules HEK-ObRb-GFP,
la protéine STAT3 une fois activée subit une tracefion nucléaire. Cette derniére a été

observée 30 minutes apres la stimulation par linkegFigure 58.C).

[.2. Localisation intracellulaire de ObRb.

Dans les cellules HEK-ObRb-GFP observées direateste microscopie confocale, le
signal GFP est faible et ObRb-GFP n’est visibleaguniveau de quelques structures
cellulaires (Figure 59, panneau de gauche). Lesmgide cette faible fluorescence spontanée
sont inconnues, et ce probleme a été rencontré lsaresemble des clones isolés exprimant
ObRb-GFP. Les mémes difficultés ont été rencontpaesd’autres équipes de recherche et
semblent liées a une expression de ObRb-GFP retatint faible dans les cellules eucaryotes
malgré [I'utilisation de vecteurs d'expression effies (Dr C.Bjorbaek, communication
personnelle). Nous avons contourné ce probléme idealisation en réalisant une
immunofluorescence anti-GFP révélée par un antscegrondaire de type Alexa émettant
dans le vert (Alexa 488) ou le rouge (Alexa 540prsdes besoins (Figure 59, panneaux
central et de droite). Les anticorps Alexa possedan capacité d’émission de fluorescence
supérieure a la GFP (plusieurs fluorochromes dgés fsur une molécule d’lgG), permettant
une visualisation de ObRb-GFP plus performantdeatveéler ainsi une localisation de ObRb
invisible auparavant. Dans ces conditions, I'wilisn de la GFP couplée a ObRb peut
sembler superflue, mais cette protéine sert aloésigdette moléculaire, a la maniére

d’épitopes Flag ou HA.

HEK-ObRb-GFP superposition

Fig 59: Localisation de ObRb dans les cellules HEK-ObRIGFP.

Visualisation directe des cellules HEK-Ob-Rb-GFP (mmunde gauche). Immunofluorescence anti-GFP
révélée par un anticorps secondaire Alexa 540 (Jo{m@@neau du milieu). Superposition des deux images
(panneau de droite). Les fléches indiquent la fdueréscence péri-nucléaire.
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[.2.a. ObRb est localisé principalement au niveauwdGolgi/TGN.

Dans les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sgrendant 12h et non stimulées
par la leptine, ObRb-GFP est localisé sur I'ensendbl cytoplasme et, dans certaines cellules,
plus particulierement au niveau d'une zone périgaire (Figures 59-60). Dans ces
conditions expérimentales, la localisation de OlF? au niveau de la membrane plasmique
est difficilement détectable. La zone péri-nuckéaassociée a l'intensité de fluorescence la
plus importante dans les cellules HEK-ObRb-GFRgadentifiée par co-localisation comme
correspondant principalement a l'appareil de Go#di au « Trans-Golgi Network »
(Golgi/TGN) (Figure 60).

superposition

.xf”,"‘t_

-
il

a-GFP + a-TGN

Fig 60: Localisation de ObRb au niveau du Golgi /TGN

Les cellules HEK-ObRb-GFP sont déprivées en sérumgmnth.A. Immunofluorescences anti-GHP
(Alexa 488, panneau de gauche) et anti-GM130 (AE4@, panneau du milieu). Superposition des deux
images (panneau de droitéB. Immunofluorescences anti-GFP (Alexa 488) et anti-T@eXa 540)
(panneau de gauche). Agrandissement de la zonerérd@adnneau de droite).

Les fléches indiquent les zones de co-localisation.

I.2.b. Effets de la leptine sur la localisation intacellulaire de ObRb.

Dans les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sdifinh), la stimulation par la
leptine (50 nM) a « court terme » (5 a 20 minut&s)duit pas de modification visible de la
localisation intracellulaire de ObRb-GFP. Cependknstimulation par la leptine (50 nM) a
« plus long terme » (40 a 60 minutes) induit ungnaentation de la fluorescence associée au
Golgi/TGN (figure 61.A, B), aussi bien en termerdenbre de cellules caractérisées par une
forte fluorescence au niveau du Golgi/TGN (figurd.@®, qu’'en terme de surface

intracellulaire occupée par la fluorescence assamiéGolgi/TGN (figure 61.D).
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Fig 61: Effets de la leptine sur la localisation intacellulaire de ObRb-GFP.

Les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12oh} incubées avec de la leptine (50 nM) pendant
différents temps de stimulation. La localisation deRO-GFP est révélée par une immunofluorescence pnti-
GFP.A. Stimulation par la leptine (50 nM) de 0 a 60 niBnProjection sur un seul plan d’une pile d'images
confocales encadrant I'ensemble des cellules HEK-ObRB-&imul&s (60 min) ou non par la leptin
C. Pourcentage de cellules présentant une forte efloence péri-nucléaire pour chaque temps de
stimulation. Le nombre de cellules observées est irkdantre parenthésd3. Ratio de la surface occupee
par la fluorescence péri-nucléaire sur la surfacdetala la cellule, pour chaque temps dienslation.
(* p<0,05, ** p<0,01).

I.2.c. Effets du sucrose et de la cycloheximide suta localisation
intracelluliare de ObRb.

Dans les cellules HEK-ObRb-GFP stimulées ou nangéeptine (50 nM) et traitées
avec de la cycloheximide (20 pg/mL, 2 h), un intgibi de la synthése protéique, la
fluorescence localisée au niveau du Golgi/TGN disifortement et n’est plus détectable sur
'ensemble des cellules observées (figure 62.A). r€sultat montre que les récepteurs

localisés au niveau de cette zone subcellulainespondent a des récepteurs ObRb-GFP néo-
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synthétisés. L’inhibition du processus d’endocgtpar I'utilisation d’'un milieu hypertonique
(sucrose 0,5 M pendant 1 h), ne modifie pas lalikat#on intracellulaire de ObRb-GFP dans
les cellules traitées et non traitées par la leptifig 62.B), et n'empéche pas I'augmentation
de la fluorescence associée au Golgi/TGN suiteeastimulation par la leptine (Fig 62.C.D).
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Fig 62: Effets de la cycloheximide et du sucrose sta localisation intracellulaire de ObRb.
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Les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (1Zdnt traitées avecAj de la cycloheximide
(20 pg/mL, 2 h) ouR) du sucrose (0,5 M, 1 h), puis stimulées par paihe (50 nM, 60 min, panneau dle
droite) ou non (panneau de gauche). La localisatdtm ObRb-GFP a été révélée par une
immunofluorescence anti-GFR. Effet du sucrose sur le pourcentage de cellulésemtant une forte
fluorescence péri-nucléaire pour chaque tempsicheilsition par la leptine. Le nombre de cellulesarées
est indiqué entre parenthesBs.Effet du sucrose sur le ratio de la surface oéeypar la fluorescence péri-
nucléaire sur la surface totale de la cellule, pghaque temps de stimulation par la leptine (* p§0;*
p<0,01).

[.3. Caractéristiques de linternalisation de la Iptine et de son

récepteur.

I.3.a. Cinétique d’internalisation de la leptine.

La vitesse d’internalisation de la leptine, dags ¢ellules HEK-ObRb-GFP et CHO-
ObRb-GFP, a été mesurée par la technique & kihding / acid wash ». Environ 50% de la
leptine radio-marquée initialement fixée a la stefaellulaire est internalisée en 30 minutes
dans les cellules HEK-ObRb-GFP et en 15 minutes tencellules CHO-ObRb-GFP (figure

63). La quantité de leptine radio-marquée inteséaliatteint un plateau a partir de 45 minutes
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dans les cellules HEK-ObRb-GFP et de 30 minutes tescellules CHO-ObRb-GFP (figure
63).
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Fig 63: Cinétique d'internalisation de la leptine.

Brievement, la leptine radio-marquée est fixée aréoppteur (a 4°C), dans les cellules HEK-ObRb-GFP e
CHO-ObRb-GFP. Les cellules sont ensuite remisesuétare a 37°C, la quantité de leptine radio-marqgliée
localisée a la surface cellulaire est mesurée pbaguwe temps de la cinétique par la technique « @cid
wash », et comparée a la quantité de leptine radiaméar fixée initialement.

.\-' .

Fig 64: Endocytose de ObRlyvia la voie dépendante de la clathrine et la voie deawgoles.

A. Co-localisation ultrastructurale entre ObRb-GFP {pal&s d’or 10 nm) visualisé par un anticorps anti-
GFP et la clathrine (particules d’or 5 nm), dans keltutes HEK-ObRb-GFP stimulées par la leptine (50
nM, 15 min, panneau de droite) ou non (panneatadette) B. Co-localisation ultrastructurale entre ObRp-
GFP (particules d’'or 10 nm) visualisé par un antisoapti-GFP et la cavéoline-1 (particules d'or 5 nin),
dans les cellules HEK-ObRb-GFP stimulées par ladep(60 nM, 15 min, panneau de droite) ou rjon
(panneau de gauche). Les fléches indiquent la caitation.
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[.3.b. ObRb et les systémes d’endocytose clathrineavéoles.
Dans les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en séiidrh), ObRb-GFP co-localise
avec les protéines clathrine (figure 64.A) et céinéel (figure 64.B), suggérant 'implication
de ces deux voies d’endocytose dans I'internatisale la leptine.

[.3.c. ObRb et recyclage.

Nous avons observé par la technique de doubleuagegfluorescent en microscopie
confocale réalisée dans les cellules HEK-ObRb-GEPridées en sérum (12h) et non
stimulées par la leptine, une co-localisation er®eRb-GFP et la protéine EEAL, un
marqueur des « sorting endosomes » (figure 65.ARKBGFP co-localise également avec la
protéine Rab4 (figure 65.B), caractéristique desocudes de recyclage issues directement des

« sorting endosomes ».

A

Fig 65: ObRb et recyclage.

Les cellules HEK-ObRb-GFP sont déprivées en sérum)(J& ICo-localisation entre ObRb-GFP révélé par
une immunofluorescence anti-GFP (Alexa 488) et EAAlEXa 540).B. Co-localisation entre ObRb-GF
révélé par une immunofluorescence anti-GFP (Alexg é8Rab4 (Alexa 540).

U

[.3.d. Internalisation constitutive de ObRDb.

En réalisant, dans les cellules HEK-ObRb-GFP &éps en sérum (12 h), un
marquage des protéines localisées a la surfaadaisd! par de la biotine clivable en présence
d’'un milieu réducteur, suivie par une analyse erst&m-blot, nous avons mis en évidence
une internalisation constitutive de ObRb-GFP (figu66.A). La méme procédure
expérimentale montre que la stimulation par laitephe semble pas influencer la quantité
d’ObRb-GFP internalisé (figure 66.A). Cependanstlmulation par la leptine (50 nM) induit
une diminution du nombre de récepteurs ObRb-GFRIik#s au niveau de la membrane

plasmique (« down regulation ») (figure 66.B).
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Fig 66: Internalisation constitutive et « down-regulation » de ObRb.

A. Dans les cellules HEK-ObRb-GFP, les protéines de sauigant marquées a 4°C par des molécules de
biotine clivables en présence d’'un milieu réductdws cellules sont ensuite remises en culture a 37°C
pendant les différents temps de la cinétique, en pcéseu absence de leptine (50 nM), puis soumises|a un
milieu réducteur. Les molécules de biotine intergaléspendant ce laps de temps sont protégées du clivage.
Les protéines marquées par la biotine sont aloraitedret isolées par immunoprécipitation. Aprés séprdtio
sur SDS-PAGE, ObRb-GFP est révélé en utilisant una@mptscanti-GFP. Le graphique représente l'intensité
des bandes en unité d'intensité arbitraire (*p<0,05p<®,01) B. Les cellules HEK-ObRb-GFP sont
incubées avec de la leptine (50 nM) pendant diffiSréemps de stimulation. Les complexes leptine/ObRb-
GFP sont alors séparés a 4°C par traitement acidey qudntité de ObRb-GFP localisés a la surface
cellulaire est évaluée par la technique d&déptin binding ». (**p<0,01 , ***p<0,001)

I.4. Discussion — Perspectives.

L'internalisation des récepteurs est fortementligug dans la régulation des réponses
cellulaires a une hormone. L’étude de ce procedans le cadre du récepteur de la leptine est
donc primordiale dans la compréhension de [actioiologique de cette hormone
adipocytaire. Nos résultats montrent que les carnatigues d’endocytose du récepteur de la
leptine ObRb sont différentes de celles de la nita@joles récepteurs de cytokines de classe |,

et font de ObRb un cas particulier et complexesemé d’internalisation.

I.4.a. Cinétique d’'internalisation de la leptine etles systemes d’endocytose
clathrine / cavéoles.
Dans nos modeles cellulaires développés pour aetpde recherche (CHO-ObRb-
GFP et HEK-ObRb-GFP), la cinétique d’internalisatide la leptine radio-marquée differe
selon le type cellulaire certes, mais est en acavset les précédentes études publiées. Ces
résultats sont également similaires a ceux obtg@ous d’autres cytokines comme la GH,
I'IL-6 et la PRL (Dittrich Eet al. 1994; Genty Net al. 1994; Allevato Get al. 1995).
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En utilisant un milieu de culture hypertoniqué&dipe de Flier a mis en évidence une
internalisation dépendante de la clathrine poursiefermes du récepteur ObRa et ObRb de la
leptine (Uotani Set al. 1999). Nous avons confirmé ce résultat dans ledea®©bRb, en
mettant en évidence par microscopie électroniqeeaanlocalisation entre ce récepteur et la
protéine clathrine. Nous avons également obsergé&alocalisation entre ObRb et la protéine
cavéoline-1, suggérant une implication de la vaés davéoles dans l'internalisation de ce
récepteur. Des études réalisées par notre labaratot montré que la voie des cavéoles joue
un réle important dans l'internalisation de cyt@srcomme la GH, et donc dans la médiation
de leurs actions biologiques (Lobie REal. 1999; Perret-Vivancos @t al. 2006). Une
investigation plus approfondie du réle du systémeeolaire dans I'action biologique de la
leptine pourrait donc s’avérer intéressante. Laxquession de cavéoline-1 dans notre modele
cellulaire HEK-ObRb (HEK-ObRb-Cav) permettrait dérifier I'impact de la voie des
cavéoles dans linternalisation de la leptine etsda récepteur, en étudiant notamment la
cinétique d’internalisation de leptine radio-marguEn utilisant ce modéle HEK-ObRb-Cav,
des études en microscopie confocale pourraient gggende mettre en évidence une
accumulation de leptine dans certains compartimatrecellulaires (le ligand endocyté par la
voie des cavéoles n'étant pas dégradé. L'isolemdes différents compartiments
intracellulaires suivi, de I'extraction protéique kkur contenu et leur analyse en Western-blot
(comparaison HEK-ObRb et HEK-ObRb-Cav) pourraiegalément permettre de mettre en

évidence une accumulation intracellulaire de lephiologiquement active.

I.4.b. ObRD et recyclage.

Le processus de recyclage vers la membrane plasmites récepteurs ObRb
internalisés est pour linstant mal défini, malgslusieurs études visant a améliorer ce
domaine (Barr VAet al. 1999; Belouzard &t al. 2004). Dans notre étude, nous avons mis en
évidence une co-localisation entre ObRb-GFP et ratéme Rab4 caractéristique des
vésicules de recyclage issues des « sorting endmsem(voie de recyclage rapide)
Cependant ces expériences de co-localisation gaosaiopie confocale sont limitées dans le
cas de petites vésicules cytoplasmiques et d'umerdscence du récepteur répartie sur
I'ensemble du cytoplasme. De plus, certaines éguilgerecherche considerent que Rab4 est
également caractéristique des « early endosomesgjweecette protéine ne serait pas un bon
marqueur du recyclage (Gaborik Z et Hunyady L 2004)

Nous avons utilisé la monensine, un inhibiteungfue du recyclage, afin d’étudier

plus précisément la réalité de ce processus cedudans le cadre de ObRb-GFP. Cependant,
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I'incubation des cellules HEK-ObRb-GFP avec la nmsiee, en présence ou absence de
leptine, n’induit aucun effet discernable sur ladkisation intracellulaire de ObRb-GFP. Les
tentatives pour conjuguer la monensine et les @amées de «'f>leptin binding » se sont
révélées infructueuses, les cellules traitées &vemonensine ne supportant pas ce protocole
expérimental. Bien que le manque d’effet de la meme sur la distribution cellulaire de
ObRb-GFP indique que le recyclage ne participeapggrocessus général d’internalisation de
ObRb-GFP, il n'est pas possible aux vues des cesaates actuelles, d'écarter cette
possibilité définitivement. L’idéal serait d’uties des transfections de mutants des protéines

Rab impliquées dans le recyclage, couplée & desierges de «$>leptin binding ».

[.4.c. Accumulation de ObRb au niveau du Golgi/TGNinduite par la
leptine.

Nos résultats obtenus par microscopie confocaletraot qu’en absence de ligand et
de sérum, ObRb-GFP est localisé dans lI'ensemblecytoplasme, sans localisation
préférentielle au niveau de la membrane plasmigqueju contraste avec la localisation
d’autres récepteurs endocrines membranaires (Hr&neeal. 2006). En absence de leptine,
dans certaines cellules, ObRb-GFP est principalehogalisé au niveau d’'une zone péri-
nucléaire correspondant au Golgi/TGN. Une tellalisation de ObRb a déja été repoiitgée
vitro dans d’autres modeles cellulairesretivo dans des neurones hypothalamiques (Diano S
et al. 1998; Barr VAet al. 1999; Baskin DGt al. 1999; Belouzard 8t al. 2004).

Suite a une stimulation par la leptine, le poutage de cellules présentant cette
localisation particuliere augmente, ainsi que lafame intracellulaire occupée par la
fluorescence associée au Golgi/TGN. Dans notre haodlulaire, le taux de synthése de
ObRb-GFP est constant car la construction cDNA sogaur ObRb-GFP n’inclut pas les
régions promotrices du gene ObRb. Dans ces condjtieux mécanismes peuvent conduire
a une accumulation de ObRb-GFP au niveau du G&M/ En réponse a la leptine : i) le
transport de ObRb-GFP du Golgi/TGN vers la membrasmique est inhibé par la leptine;
ii) la stimulation par la leptine induit une augrtegion de I'internalisation de ObRb-GFP qui
est alors recyclé vers le Golgi/TGN ou il s’accuenul

Suite a une inhibition de la synthése protéiquel’pélisation de cycloheximide, la
localisation péri-nucléaire de ObRb-GFP dispaiigsi bien en présence gu’en absence de
leptine. Ceci suggére que ce sont les récepteuRb@FP néosynthétisés qui sont les

principaux contributeurs de 'accumulation de OURBP au niveau du Golgi/TGN, et non
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les récepteurs ObRb-GFP internalisés depuis la mamabplasmique. Ce résultat est en
adéquation avec de précédentes publications (Baret\al. 1999; Belouzard &t al. 2004).
En outre, la leptine ne semble pas influencer fe&tajue d’internalisation de ObRb (voir
Chapitre 1.4.d.).

De plus, linhibition de l'internalisation de ObRBFP par I'utilisation de sucrose ne
bloque pas son accumulation au niveau du Golgi/TiGiNite par la leptine. Cependant,
I'effet stimulateur ou inhibiteur du traitement plar sucrose sur cette accumulation peut
difficilement étre défini dans nos conditions exp@mtales, le sucrose induisant des
variations de la surface cellulaire. Néanmoinseg®0 minutes de stimulation par la leptine,
le pourcentage de cellules présentant une accupwlate ObRb-GFP au niveau du
Golgi/TGN est comparable entre les cellules ayabt k traitement par le sucrose (55%) ou
non (61%).

En conclusion, nos résultats montrent que la deptnduit une accumulation des
ObRb-GFP néosynthétisés au niveau du Golgi/TGgagicipe ainsi a la régulation de leur
adressage vers la membrane plasmique. L'intertialisae la leptine et de son récepteur
n’influence pas le traffic de ObRb-GFP vers la acef cellulaire. La capacité d’'une hormone
a réguler I'export de protéines vers la surfacdutaie a déja été décrite. L'insuline par
exemple stimule I'export du transporteur de glucGddJT-4 vers la membrane plasmique,
par un mécanisme dépendant des voies de transagctisignal activées par l'insuline (Satoh
Setal. 1993) Dans les cellules HelLa transfectées, seuls 50%0&b synthétisés atteignent
la membrane plasmique (en 30 min-1 h), les autieas @égradés (BelouzardeBal. 2004).
Par la technique de « pulse-chase » consistant@ueraradioactivement, sur un temps court,
les protéines néosynthétisées, nous pourrions rooafi ce résultat dans notre modéle
cellulaire. Cette technique nous permettrait égalend’examiner plus précisément I'effet de
la leptine sur la cinétique d’adressage vers la bnane plasmique de ObRb-GFP. Pour ce
faire, des extractions sub-cellulaires de la membrplasmique apres différents temps de
« chase », dans des conditions de stimulation oupao la leptine, suivies d’'une immuno-
précipitation afin d’isoler les ObRb-GFP localiséta membrane plasmique, puis d'un SDS-
PAGE et d'une révélation de ObRb-GFP par autoradjmge seront nécessaires. Une autre
possibilité, peut-étre plus simple, consisterait lenilisation dans le milieu de culture
d’anticorps anti-ObR spécifiques du domaine exthaleére du récepteur peut étre envisagée
afin d’isoler les récepteurs ObRb-GFP localisésigaau de la membrane plasmique, ceci a

la place des extraits sub-cellulaires de membréasnpque. Cependant des contrbles seront
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nécessaires pour verifier que cet anticorps n'astgndocyté dans la cellule et ne se lie pas
alors avec des récepteurs intracellulaires, etramail de mise au point de I'extraction

protéigue qui ne devra pas séparer le complexeaps/récepteur sera a effectuer.

I.4.d. ObRb et internalisation constitutive.

Nos résultats et ceux publiés par I'équipe de RoyBelouzard Set al. 2004)
montrent que ObRb peut étre internalisé constitntient, c'est-a-dire indépendamment d’'une
stimulation par son ligand, et que la leptine nenlde pas influencer sa cinétique
d’internalisation. Ce résultat fait de ObRb un piear de cytokines de classe | particulier. En
plus de I'expérience de biotinylation utilisée darette étude, d’autres arguments sont en
faveur d’une internalisation constitutive de ObRA.visualisation du récepteur de la leptine
in vitro dans des cellules transfectées déprivées en s@gti-ObRb-GFP, HeLa-ObRb-
HA) montre une localisation de ObRb sur I'ensentilecytoplasme en absence de leptine.
De plus, dans ces conditions de culture, seulsZ2%% des sites de fixation de la leptine sont
localisés a la surface cellulaire (Barr \Aal. 1999; Lundin Aet al. 2000). Dans le cas d’'une
internalisation non-constitutive, la grande magorites récepteurs devrait étre localisée au
niveau de la membrane plasmique en absence dadefEgalement, dans le cas d'une
internalisation non-constitutive, les récepteurs/eiat, sauf exception, étre activés par leurs
ligands pour étre endocytés (PaccaudtHP. 1992). Dans le cas de ObRb, son internalisation
semble indépendante de JAK2 et donc de son activpdr la leptine (Uotani & al. 1999).

L’équipe de Rouillé défend le fait que I'interrsaltion de ObRb est constituties
totalement indépendante de la leptine (Belouzagtas 2004). Cependant, si la technique de
biotinylation est efficace pour mettre en évidenoe internalisation constitutive, elle n’est
pas suffisamment sensible pour exclure totalemergfiet de la leptine sur I'internalisation
de son récepteur. De plus, il existe des argumeamfaveur d’un impact de la leptine sur ce
processus cellulaire. La stimulation par la leptimguit une « down-regulation » de ObRDb,
c'est-a-dire une diminution du nombre de réceptéagalisés au niveau de la membrane
plasmique, ceci dans notre modele cellulaire et des cellules COS-7 et CHO transfectées
(Barr VA et al. 1999; Uotani &t al. 1999). La « down-regulation » du récepteur depdihe
en réponse a la leptine est plus importante danadale I'isoforme ObRb, en comparaison a
ObRa, suggérant I'importance des voies de sigralisat donc de la leptine sur la régulation
du nombre de récepteurs de la leptine localisés suiface cellulaire (Barr VAt al. 1999;
Uotani Set al. 1999).
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Néanmoins, il est possible d’expliquer la « dowgtrdation » de ObRb en réponse a la
leptine tout en conservant le caractere constitatiftotalement ligand-indépendant de
I'internalisation de ObRb-GFP. Ainsi, dans notred@le expérimental, la synthese de ObRb
est constante dans le temps et indépendante @gptiad. Dans ce contexte, cette cytokine
peut réguler le nombre de récepteurs présentsnzehabrane plasmique en agissant a trois
niveaux : i) sur la cinétique d’internalisation @&RDb, ii) sur la cinétigue d’'adressage a la
membrane des ObRb néosynthétisés, iii) sur le laggale ObRb.

Aucun argument en faveur d'un recyclage de ObRbété apporté jusqu’a présent et
donc un effet inhibiteur de la leptine sur ce pssts cellulaire n'est pas envisageable en
I'état actuel des connaissances. Ainsi, dans nptoeédure expérimentale montrant la
« down-regulation » de ObRb-GFP, nous observorguiliére entre l'internalisation des
ObRb-GFP et I'adressage vers la membrane plasnigaeObRb-GFP néosynthétisés. La
diminution du nombre de ObRb localisés a la surfadilaire suite a une stimulation par la
leptine pourrait étre la conséquence de l'effetibivbur de la leptine sur l'adressage des
ObRb-GFP néosynthétisés vers la membrane plasméifet, mis en évidence dans cette
étude. De plus, dans les cellules HelLa, la demdei®©bRb est courte (+/- 2 h) (Belouzard S
et al. 2004) suggérant que le temps de résidence duteérepu niveau de la membrane
plasmique est également court. Ceci montre l'ingoré de I'apport des récepteurs
néosynthétisés dans le pool des ObRDb localisgsarface cellulaire.

D’autres hypothéses peuvent également étre avapode expliquer le phénoméne de
« down-regulation », tout en conservant [I'aspectalémnent ligand-indépendant de
I'internalisation de ObRb, comme par exemple leade du domaine extracellulaire de ObRb
en réponse a la leptin; vivo, chez 'homme, c’est par ce mécanisme que I'isn@ObRe
est créée (Ge ldt al. 2002). Néanmoins, aucune isoforme libre du récepte la leptine n'a
pu étre détectée suite a une stimulation par lénkepdans le modéle HelLa-ObRb-HA
(Belouzard Set al. 2004). Egalement, un changement dans l'affinitéligison entre les
récepteurs ObRb-GFP résiduels (pas encore endp@ttds ligand suite a une stimulation
peut étre envisagé, mais semble néanmoins peulpeobar un temps de stimulation par la
leptine relativement court.

Dans les cellules HelLa transfectées, seuls 50%rékEpteurs ObRb néosynthétisés sont
adressés a la membrane plasmique (25% dans ledeselCOS-7 transfectées), les 50%
restants étant dégradés (Barr @al. 1999; Belouzard 8t al. 2004). Il est envisageable que

la leptine induise une modification de ce raticaegmentant la proportion de ObRb dégradés

sans atteindre la membrane plasmique. Cette adéda leptine participerait au phénomene
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de « down-regulation ». Si tel était le cas, d’'uminp de vue expérimental, I'utilisation

d’inhibiteurs de la dégradation lysosomale commehl@roquine pourrait permettre la mise
en évidence, par immunofluorescence, d'une accumnlaccrue au niveau du Golgi/TGN

dans les cellules HEK-ObRb-GFP stimulées par larlepen comparaison aux cellules HEK-
ObRb-GFP traitées par la chloroquine mais non s$éesupar la leptine et aux cellules HEK-
ObRb-GFP non traitées par la chloroquine mais $éesupar la leptine. Cependant cette
procédure expérimentale est fastidieuse et la teobrde quantification de 'accumulation de

fluorescence au niveau du Golgi/TGN pourrait s’avére pas étre assez sensible.

En conclusion, malgré les résultats montrant@ha@nt une internalisation constitutive
de ObRb-GFP dans notre modéle cellulaire, un elféela leptine sur l'internalisation de ce
récepteur ne peut étre totalement écarté a I'hacigelle, laissant ouverte I'hypothese de la
co-existence d’une internalisation constitutive@t-constitutive de ObRDb.

Il. Internalisation de ObRb et activation des voiede signalisation.
[I.1. Stratégie d’étude.

Quelques études réalisees au cours de ces denierder décennies ont montré
I'existence d’une relation entre voies de signéligainduite par un ligand et I'internalisation
de son récepteur. Nous avons remarqué que dans matiele cellulaire HEK-ObRD, le
traitement par un milieu hypertonique (sucroseN,3 h), inhibant I'endocytose, induit une
nette réduction de l'activation de STAT3 en répoada leptine. Nous avons donc examiné
plus en détails I'impact de l'internalisation deR¥bsur I'activation des trois grandes voies de
signalisation de la leptine (les voies STAT, IRSKREkt MAPK) en utilisant comme modéles
cellulaires les lignées HEK-ObRb, HEK-ObRb-GFP &tGEObRb. Dans tous ces modeles,
nous avons également transfecté de facon tramsitoir vecteur d’expression eucaryote
contenant la séquence codante de la protéine JafikRd’augmenter I'activation de ObRb et
donc des voies de transduction du signal sous{esen

Afin d’inhiber le processus d’internalisation, soavons transfecté une construction
d’ADNc codant pour un mutant de la dynamine-1 céuplune étiquette moléculaire HA
(DynK44A). Les contrbles sont réalisés en transieickes cellules dans les mémes conditions
avec une construction d’ADNc codant pour la dynasirsauvage couplée a HA (Dyn WT).
Dans nos conditions expérimentales, la transfeatieria construction DynK44A dans les
cellules HEK-ObRb-GFP inhibe le taux d'internalisat de la leptine radio-marquée

171



Résultats — Intersafion de ObRb et activation des voies de sigriadisa

d’environ 30-40%, par comparaison aux cellulessiectées avec la construction Dyn WT

(figure 67.A), sans altérer significativement I'eepsion de ObRb-GFP (figure 67.B).
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Fig 67: Effets de la Dyn K44A sur la cinétique d'intenalisation de la leptine.

A. Mesure de la cinétique d’internalisation de leptiagig-marquée, par la technique dé&binding / acid
wash », dans les cellules HEK-ObRb-GFP transfectées lageconstructions Dyn WT ou Dyn K44A.
Expression de ObRb-GFP estimée par Western-blot dacellates HEK-ObRb-GFP transfectées avec|les
constructions Dyn WT ou Dyn K44A. Les dynamines WK4&4A sont visualisées en utilisant un anticorps
anti-HA et ObRb-GFP en utilisant un anticorps antPGF

[I.2. Impact de [linhibition de I'endocytose sur les voies de

signalisation.

L'activation des protéines clés des voies de diggison est étudiée en isolant la
protéine d’intérét par immuno-précipitation et aralgsant son état de phosphorylation par
Western-blot. L’intensité des bandes de protéigeglées par Western-blot a été quantifiée
en scannant les films afin de mesurer de facon-geantitative I'activation des protéines en
réponse a la leptine.

Dans les cellules HEK-ObRb-GFP, la transfection D¢nK44A n’affecte pas
I'activation de JAK2 (figure 68.B) et de ObRb-GHRjre 68.A) en réponse a la leptine (50
nM). Cependant, I'activation de STAT3 en réponda léptine (50 nM) est significativement
inhibée p < 0,01) dans les cellules HEK-ObRb-GFP transfecwess DynK44A (figure
68.C). Ce résultat a été confirmé en utilisant uh dommercial, STAT3 Transfactor
(Clontech) (figure 68.D), dont la sensibilité esipérieure a la technique d'immuno-
précipitation / Western-blot.
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Fig 68: Effets de la Dyn K44A sur I'activation de ObRBGFP et STAT3.

Les cellules HEK-ObRb-GFP sont transfectées avec lestruztions JAK2 et Dyn WT ou Dyn K44A,
déprivées en sérum pendant 12 h et stimulées papilmé (50 nM). Les protéines totales sont ensu
extraites.A, B, C. Les lysats cellulaires obtenus sont soumis a une imfpudmipitation avec des
anticorps anti-GFPA), anti-JAK2 @) et anti-STAT3 C). Les protéines isolées sont séparées par S
PAGE et révélées avec un anticorps anti-phosphohgo§panneaux supérieurs). Les membranes
nitrocellulose sont ensuite strippées et révélées weanuavec des anticorps anti-GHD, (anti-JAK2 B)

et anti-STAT3 C) (panneaux inférieurs). Les résultats sont exprimés lparapport protéines
phosphorylées / protéines totales et présentés comme gesmas +/- S.E.M (n=3). (*<p0,09p. Mesure

de l'activation de STAT3 en réponse a la leptine ®eBTAT3 transfactor assay ». Les résultats sg
exprimés comme des moyennes de densité optique +/- S.EM (xp0,01).

Aucune différence dans I'activation des protéitiRS1 (figure 69.A) et de la sous-

unité catalytiqgue p85 de PI3K (figure 69.B) en mipm a la leptine (50 nM) n’a été observée

dans les cellules CHO-ObRDb transfectées avec latmation DynK44A. Dans les cellules
HEK-ObRD, l'activation de ERK1/2 en réponse a Iptilee (50 nM) est significativement

inhibée pour un temps de stimulation court (5 meésjt mais n'est pas modifiée pour des

temps de stimulation plus longs (15-30 minutegjufie 69.C).
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Fig 69: Effets de la Dyn K44A sur les voies de signaligan IRS/PI3K et MAPK.

A, B. Les cellules CHO sont transfectées avec les constnscbbRb, JAK2, et Dyn K44A ou Dyn WT. Les
cellules transfectées sont déprivées en sérum (&Rstimulées par la leptine (50 nM). Les lysats callesal
obtenus aprés extraction sont soumis a une immuno-fiegwp avec des anticorps anti-IRS4) (et anti-
PI3K (anti-P85B). Les protéines isolées sont séparées par SDS-PAGR&EEes avec un anticorps arti
phosphotyrosine (panneaux supérieurs). Les membraneisraieellulose sont ensuite strippées et révélées
de nouveau avec des anticorps anti-IRSJLdt anti-PI3K (anti-P853) (panneaux inférieurs). Les résultats
sont exprimés par le rapport protéines phosphoryl@estéines totales et présentés comme des moygnnes
+/- S.E.M (n=3). (*<p0,05)C. Les cellules HEK-ObRb sont transfectées avec les catising JAK2 et
Dyn K44A ou Dyn WT, déprivées en sérum (12 h) et démsi par la leptine (50 nM). La méme procédure
expérimentale que pour etB est réalisée en utilisant un anticorps anti-pan ERK.

[1.3. Discussion — Perspectives.

Il existe un lien étroit entre le processus d'aydose d’'un récepteur et I'activation
des voies de signalisation sous-jacentes. En affet, relation entre certains composants
moléculaires des vésicules d’endocytose et certiteurs clés des voies de signalisation a
été observée dans de nombreuses études. Aingigldation du processus d’internalisation
d’'un récepteur peut conduire a I'activation spécié de certaines voies de transduction du
signal. La majorité des études menées dans ce deraaité réalisée sur les récepteurs RTK
et RCPG. Malheureusement, peu d'études jusqu’@&ptée sont focalisées sur la famille des
récepteurs de cytokines, et nous apportons icddeesées importantes dans ce cas particulier

ainsi que dans le cadre de I'action biologiqueadieptine.
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Nos résultats préliminaires ont montrés que Iition de I'internalisation en utilisant
un milieu hypertonique (sucrose ; 0,5 M) induit um@isse de I'activation de STAT3 en
réponse a la leptine. Cependant, Il'utilisation dicrgse ou d’autres produits chimiques
comme la méthyB-cyclodextrine est certes efficace pour inhibepidecessus d’endocytose,
mais peut également s’avérer toxique pour la eeltilainsi engendrer des artéfacts dans les
voies de signalisation étudiées. Afin d’étre daes neilleures conditions expérimentales,
nous avons utilisé la co-transfection d’une corms$iom ADNc codant pour un mutant de la
protéine dynamine-1, DynK44A. La dynamine est ingpée dans les phénoménes de fission
membranaire. Ainsi, I'expression de DynK44A pernget diminuer l'internalisation des
récepteurs vers les « sorting endosomes » en imhilaatiellement la séparation des vésicules
d’endocytose de la membrane plasmique, sans irdféuethe facon significative l'interaction
entre le ligand et son récepteur (Damkettal. 1994). La transfection de DynK44A induit
une réduction significative de linternalisation @& UT4 seulement 4h apres transfection
(Al-Hasani Het al. 1998).

Cependant, I'endocytose étant un processus intside pour la survie cellulaire, il
nous a fallu trouver des conditions de transfectean adéquation avec notre stratégie
d’inhibition de linternalisation de ObRb et I'étdtiologique des cellules. Les premieres
études ayant utilisé la transfection de DynK44Amontré que I'expression de cette protéine
pendant 48 heures n’induisait pas de modificatignificative des processus de prolifération
cellulaire ou d’apoptose (nos études sont de la enémgon réalisées 48 heures aprés
transfection) (Damke Het al. 1994). Nous avons également vérifié dans nos tiondi
expérimentales que I'expression de DynK44A n’inditispas de modification de la
prolifération cellulaire, de la morphologie deslalels, et surtout de I'expression de ObRb-
GFP, un contrdle indispensable a réaliser. L'@ilen de la construction DynK44A permet
d’inhiber I'endocytose de 80% dans le cas de tetign stable et jusqu’a 40% dans le cas de
transfection transitoire (Vieira A\ét al. 1996). Ces données sont en adéquation avec les
résultats obtenus dans notre modéle d’étude HEKBEOBRP.

[I.3.a. Activation des protéines JAK2 et ObRb-GFP.

Dans notre modéle cellulaire, I'activation de JAKRde ObRb-GFP en réponse a la
leptine n’est pas affectée par l'inhibition de Bewytose. Ceci montre que I'activation de ces
protéines, initiatrices des voies de signalisatiee, produit au niveau de la membrane
plasmique et ne nécessite que linteraction de elatine avec son récepteur, et non

I'internalisation de celui-ci. De plus, ce résulést en accord avec ceux montrant que JAK2
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est localisé principalement au niveau de la mengmasmique, et constitutivement associé

aux récepteurs localisés a la surface cellulaish(Biann kt al. 2004).

[1.3.b. Activation de la protéine STAT3.

L’inhibition de linternalisation de ObRb induitne diminution de l'activation de
STATS3 en réponse a la leptine sans pour autarnttaffsa réponse temporelle (I'activation de
STATS3 est toujours maximale a 30 minutes). Ainsictivation de STAT3 dans les cellules
HEK-ObRb-GFP se produit en partie au niveau desrting endosomes », ce qui reflete le
concept de « signaling endosomes » développé fquipe de Leof (Leof EB 2000). Ce
résultat est en adéquation avec les données psilplggd’équipe de Sehgal montrant, dans le
modele cellulaire Hep3B (cellules hépatocytairesaimes), la présence de protéines STAT3
actives au niveau des « sorting endosomes », etathetion de 'activation de STAT3 en
réponse a I'lL6 suite a I'inhibition du processusmdiocytose (Shah Mt al. 2006).

Ce résultat suggere également par voie de conségua présence de récepteurs
ODbRb encore activés au niveau des « sorting entese. Afin de vérifier ce point plusieurs
stratégies peuvent étre envisagées : i) L'utiisatile la microscopie électronique et d’'un
anticorps anti-ObRb-phosphorylé pour réaliser dggeences d’immuno-marquage et de co-
localisation avec les marqueurs protéiques Rab uadeqMéme s’il existe un anticorps
commercial anti-ObRb-phosphorylé, celui-ci n'a jana&té utilisé dans des travaux de
recherche publiés. ii) Il est également possiblepdeéder a une isolation des « sorting
endosomes », suivie d’'une extraction protéique’wiedanalyse par immuno-précipitation /

Western-blot de I'état de phosphorylation du réeepObRDb.

[1.3.c. Activation des protéines IRS/PI3K.

Pour I'étude de la voie IRS/PI3K, nous avons s#ilia lignée CHO-ObRDb, les cellules
HEK-ObRb-GFP ne donnant pas de résultat satisfai€#méralement, I'étude de I'activation
des protéines IRS dans les cellules CHO est réatiaés un modéle expérimental de cellules
CHO transfectées avec le récepteur de l'insulinel@@R). Il est également possible de
surexprimer les protéines IRS1 et IRS2 afin delifacileurs détections (Bjorbaek & al.
1997). Cependant la protéine IRS1 est expriméeadenf endogene dans les cellules CHO.
Dans nos conditions expérimentales, ne disposanteda lignée CHO-IR et des plasmides
IRS, nous avons procédé a une immuno-précipitadiopartir d’'une grande quantité de
protéines totales (environ 2,5 - 3 mg) afin d’'isalee grande quantité de protéine IRS, et de

pouvoir ainsi détecter ces protéines par la sultette procédure expérimentale a bien
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fonctionné pour IRS1 mais nous avons été malheamest dans I'incapacité de détecter la
protéine IRS2 qui joue un réle plus important ggd&1 dans I'action biologique de la leptine
(Withers DJet al. 1998). La détection de PI3K a logiquement été sseinaux mémes
conditions expérimentales.

Nos résultats montrent que I'activation dans ihepe de PI3K n’est pas superposable a
celle de IRS1, avec une activation rapide et él@e¢éRS1 suivie d’'une diminution, et une
activation progressive et décalée dans le tem@RI8l€. Méme s’il est possible d’envisager
plusieurs mécanismes cellulaires expliquant ce @imé&me, notamment une localisation
intracellulaire de IRS1 activée par ObRb et de Pd#erente, aucune explication nette n’est
possible a I'heure actuelle. De plus, a ma conaaiss, aucune étude n’a examiné en parallele
I'activation de IRS1/2 et PI3K en réponse a laitept

Dans les cellules CHO-ODbRD, I'inhibition de l'emytose par la transfection de la
construction DynK44A n’induit aucun changement #igatif dans I'activation des protéines
IRS1 et PI3K en réponse a la leptine. Cependartedanique de mesure semi-quantitative
utilisée pourrait ne pas étre assez sensible petectér de fines différences d’activation de la
voie IRS/PI3K, surtout dans la mesure ou les pne®iRS1 et PI3K sont faiblement activées
dans nos conditions expérimentales. De méme, nammses dans une situation
expérimentale de multiples co-transfections trairsis, en I'occurrence ObRb, JAK2 et
DynK44A (ou Dyn WT). Méme si trois co-transfectiopsuvent étre réalisées sur une méme
population cellulaire et donner des résultats pntb@Bjorbaek Gt al. 1997), cette méthode
induit inévitablement une dilution des effets deHibition de I'internalisation sur I'activation
des protéines d’intéréts.

Ainsi, un impact de l'internalisation de ObRb $activation de la voie IRS/PI3K ne
peut étre totalement exclu. De plus, les protélRss et PI3K sont présentes au niveau des
« sorting endosomes » (Kelly KL et Ruderman NB )99%3, méme si la relation entre
internalisation et voies de signalisation peuteafagelon les conditions expérimentales et le
modele cellulaire, l'activation de la voie IRS/PI&kst par exemple affectée par la transfection
de DynK44A dans le cas du récepteur au NGF (Zhaagtyal. 2000).

[1.3.d. Activation des protéines ERK1/2.
Dans les cellules HEK-ObRDb, 'inhibition de l'imtelisation induit une réduction de
I'activation des protéines ERK1/2 en réponse aefatihe pour le temps de stimulation 5
minutes, mais n’affecte pas l'activation totalea#s protéines pour des temps de stimulation

plus longs. On ne peut pas réellement parler gedet’'activation de cette voie, car dans ce
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cas la quantité de protéines ERK1/2 activées moterhps de stimulation 15 minutes devrait
logiqguement étre supérieure. Cependant, force estodistater qu’il existe un mécanisme
cellulaire de compensation, permettant une actmanormale de la voie MAPK par la
leptine, pour des temps de stimulation « élevés ».

Un tel mécanisme compensatoire pourrait étre guplien partie par les multiples
possibilités d’activation de la voie MAPK conduisam fine a la phosphorylation des
protéines ERK. En effet, suite a une stimulationlpdeptine, la voie MAPK peut étre activée
directement par ObR oda la phosphorylation de la protéine JAK2 (Bjorbaekt@l. 1997,

Li C et Friedman JM 1999; BjorbaekeCal. 2001). Il existe également des interconnections
entre la voie MAPK et les autres voies de signatisacomme la voie IRS/PI3K (Chen N&b

al. 1997; Ookuma Mt al. 1998). Ainsi, il est possible d’envisager queeaditune stimulation
par la leptine, I'activation de la voie MAPK estndaun premier temps fortement liée a
I'activation de ObRb et a son internalisation vieis « sorting endosomes ». Par la suite, la
signalisation MAPK a partir de ce compartiment aotrllulaire deviendrait relativement
moins importante, comparée a la signalisation irddpnte de l'internalisation de ObRD,
médiée potentiellementia des acteurs protéiques appartenant aux autress vibée
signalisation, et activés lors des premiers instdetla stimulation par la leptine.

[I.3.e. Signalisation et voie des cavéoles.

Comme nous l'avons vu, ObRb-GFP co-localise aves tavéoles suggérant
I'implication de cette voie d’endocytose dans Emtalisation du récepteur de la leptine. Les
cavéoles sont, comme les vésicules de clathrinesidge de véritables complexes de
signalisation (Quest A&t al. 2004). La transfectiom vitro de DynK44A inhibant également
cette voie d’endocytose (Oh & al. 1998), nous ne pouvons exclure un impact de
I'internalisation de ObRDb-GFRia la voie des cavéoles sur l'activation des voies de
transduction du signal en réponse a la leptineplDsg, in vitro, la transfection de cavéoline-1
dans des cellules surexprimant le GHR augmentév&mon de STAT3 en réponse a la GH
(Lobie PEet al. 1999). Ce résultat démontre la forte relationestitrctivation de STAT par
une cytokine et la voie d'internalisation des cd®goAinsi dans notre modele expérimental,
la diminution de l'activation de STAT3 engendrée laatransfection de DynK44A dans notre
modele cellulaire pourrait résulter en partie dehibition de l'internalisation de ObRb-GFP
via la voie des cavéoles, méme si encore une foipliaation de cette voie d’endocytose
dans l'internalisation de ObRb devra étre étudlas pn détail.
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[1.3.f. Conclusion.

Dans le cas du récepteur de la leptine, aucurte éta s’était focalisée sur la relation
entre linternalisation de ObRb et I'établissemépt voies de signalisation induite par la
leptine. Nous avons apporté ici des éléments ctsanentrant I'importance de cette relation
dans l'action biologique de la leptine. Cependéustagit uniquement d’'une premiére étape et
il est indéniable que de nombreux travaux restaftextuer.

Dans un premier temps, il serait intéressant deeldpper de nouveaux modéles
cellulairesin vitro afin de vérifier que I'impact de l'internalisatiaie ObRb sur I'activation
des voies de transduction du signal sous-jacentesrs fait plus général. Nous avons vu que
I'isoforme ObRa peut également activer différenteges de signalisation en réponse a la
leptine, méme si son importanda vivo dans l'action biologiqgue de cette hormone
adipocytaire est encore mal définie. Il serait @lémtéressant d’étudier I'impact d'une
inhibition de linternalisation de ObRa sur la miee place des voies de transduction du
signal.

L'utilisation de cultures primaires de neuronepditpalamiques de rongeurs pourrait
également étre un modéle d’étude intéressant. I8iraden’est pas adapté pour I'étude des
caractéristiques d’internalisation de ObRb, pows idésons essentiellement morphologiques,
il permettrait d’étudier I'impact de linternalisah de ObRb sur l'activation de STAT3
notamment, ceci dans un contexte plus physiologguesles modeles cellulaires classiques.

L'utilisation de cultures primaires de neuronepdthalamiques, ou de cellules issues
des principaux tissus cibles périphériques degtre, obtenus a partir d’'animaux obéeses ou
sains, permettrait d’étudier I'mpact de I'obésisér les caractéristiques cinétiques de
I'internalisation du récepteur de la leptine, etdkation dans ce contexte entre internalisation
et signalisation. Dans le cas de cette patholofexposition prolongée a de fortes
concentrations plasmatiques de leptine pourraitagrgr a terme une modification de la
cinétique et des caractéristiques d’endocytose lale, @algré le caractere constitutif de son
internalisation. En effet, certaines protéines ligyges dans les voies de signalisation
participent également a la régulation de la dynamid'assemblage des CCP, et donc a la
régulation de l'internalisation. L’altération degrsaux de transduction cellulaires associée a
'obésité pourraient se repercuter sur le procesBumernalisation de ObR. Ainsi, si la
relation entre internalisation et signalisation erigein vitro dans cette étude se vérifie
vivo, la potentielle dérégulation du processus d’irdbsation de ObR associée a I'obésité
pourrait participer a I'établissement du phénomeéeerésistance a la leptine, caractérisé

notamment par une diminution de I'activation de 3BAen réponse a la leptine.
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|. Les modeéles expérimentaux

[.1. Les animaux.

Les animaux ont été élevés dans des conditionevdige standard (23°C, cycle
lumiere/obscurité de 12h, acces libre a la nousmitet a I'eau) et les traitements
expérimentaux ont été réalisés en accord avecelflss de conduite européennes. Les rats

sont euthanasiés par décapitation apres une lagesthésie.

I.1.a. Les rats DIO.

Des rats Sprague-Dawley CD males (Charles Rivges ae six semaines sont
alimentés avec de la nourriture standard (Purir@lpOu énergétiquement riche (Research
Diet, C11024) pendant 14 semaines. La nourriturergiiiquement riche est composée
d’huile de mais (8%), de lait concentré adouci (34%e Purina 5001 (47%) et de
maltodextrine 10 (1%). Le contenu énergétique est.8 kcal/g (15% protéine, 52% hydrate
de carbone, 33% lipide). L’évolution du poids dafs rest contrélée une fois par semaine. Les
rats sont répertoriés comme obeses (DIOs) ou aésss(DIOr) en fonction de leur poids final
(voir la partie résultat).

[.1.b. Les rats Lou/C.
Les rats Lou/C males (Harlan) et les rats Wistatesh (Harlan) utilisés pour cette
étude sont agés de 3 mois. Le traitement par lanke@ été réalisé par injection aigué

intrapéritonéale (leptine de rat, 2 mg/kg).

[.2. Les cellules.
[.2.a. Lignées cellulaires et conditions de culture

Dans cette étude, deux lignées de cellules eutsmyant été utilisées, les cellules
CHO (Chinese Hamster Ovary) et HEK (Human Embrydfigney). Ces deux lignées sont
cultivées en conditions standard de culture (3B%,CQ), respectivement dans du milieu
Ham F-12 et DMEM (4500 mg/L glucose, glutamax, spyrsivate) supplémentés en sérum
de veau foetal 10% (SVF), pénicilline 100 U/mL éteptomycine 100 pg/mL pour les
cellules contréles. Les lignées stables monoclenale HEK exprimant ObRb sont
maintenues en pression de sélection par I'ajouygfbimycine B 100 pg/mL dans le milieu
de culture. Tous les milieux, antibiotiques et se@rutilisés proviennent du fournisseur

Invitrogen.
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I.2.b. Transfections et établissement des lignédskles.

Les transfections des cellules CHO et HEK ont eialisées avec le Polyfect
Transfection Reagent (Qiagen) en respectant leopotg du fabriquant. Les constructions
d’ADNc codant pour ObRb et ObRb-GFP de souris ebhé@bs dans le vecteur d’expression
pcDNA (Invitrogen) ont été fournies par le Dr L.Williams (Rowett Research Institute,
Aberdeen, UK). Les plasmides codant pour les coaitms de Dynamine-HA sauvage (Dyn
WT pour Wild Type) et Dynamine-HA44A mutée (Dyn K44A), clonées dans le vecteur
d’expression eucaryote pCIS, ont été fournis parDke H. Al-Hasani (Dife Institute,
Allemagne) (Al-Hasani Ht al. 1998). Le plasmide codant pour la protéine JAKZolgrisa
ete fourni par le Dr V. Juvin (IGF, montpellier)es plasmides ont été amplifiés puis purifiés
suivant le protocole du fabriquant (Endofree Plaksiaxi kit, Qiagen).

Les lignées HEK exprimant de facon stable ObRbKHEDRD) et ObRb-GFP (HEK-
ObRb-GFP) ont été développées en collaboration debr M. Pyrski (Dife Institute,
Allemagne). Brievement les cellules HEK WT sonnsfectées avec la construction ADNc
codant pour ObRb ou ObRb-GFP et sont cultivéesréaepce d’antibiotique de sélection
(Hygromycine B, 500upg/mL). Des clones indépendaust isolés par la technique de
dilution limite et maintenus en culture en présedeel00 pg/mL d’'Hygromycine B. Les
cellules sont cultivées en absence d’antibiotiqgaesé@lection pendant un minimum de 24 h

avant toute expérience.

Tableau 1 : Quantité d’ ADN transfecté en ug.

ObRb Dyn WT  |[Dyn K44A |JAK2
HEK-ObRb-GFP | x 15 15 12
HEK-ObRb X 15 15 12
CHO WT 12 8 8 6

Pour I'étude de I'activation des voies de sigraim, le jour précédent la transfection
des Dyn WT, Dyn K44A et JAK2 (et ObRb), 8%t&llules HEK-ObRb ou HEK-ObRb-GFP,
ou 3x 10 cellules CHO WT sont ensemencées dans des boitesliee de 20 cm de
diamétre. Apreés 24 h, la transfection est réale@euivant le protocole du fabriquant et en
respectant le ratio [quantité d’ADN / Polyfect Reatj recommandé (Polyfect, Qiagen) (voir
Tableau 1). Les cellules sont ensuite cultivées dkes conditions standard pendant 36 h puis
déprivées en sérum pendant 12 h avant stimula@origpleptine (leptine humaine, 50 nM,
Sigma, diluée dans du milieu DMEM sans sérum).
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ll. Immunohistochimie, immunocytochimie.

[I.1. Liste des différents anticorps utilisés.
Immunofluorescence (IF). Western Blot (WB).
Anti-ObR, chevre, Santa-Cruz, IF 1/100.
Anti-GH , lapin, DAKO IF 1/500
Anti-GFP, lapin, Torrey Pines, 1/500 IF, 1/250 WB.
Anti-HA | souris, Sigma-aldrich, 1/500 WB.
Anti clathrin / caveolin, chevre, Santa-Cruz, 1/100.
Anti-Rab4, souris, BD biosciences, IF 1/300.
Anti-EEAL, souris, BD biosciences, IF 1/200.
Anti-TGN , souris, BD biosciences, IF 1/500.
Anti-GM130, souris, BD biosciences, IF 1/500.
Anti-STAT3, lapin, Santa-Cruz, IF 1/100 IP 1/1000, WB 1/200.
Anti-PhosphoTyrosine, souris, BD biosciences, WB 1/500.
Anti-Pan ERK, souris, BD biosciences, WB 1/500.
Anti-IRS1, souris, BD biosciences, WB 1/1000.
Anti-JAK2 , souris, BD biosciences, WB 1/500.
Anti-PI3K , chévre, Santa-Cruz 1/200.
IgG conjugué a I'’Alexa 488 ,Molecular Probes, 1/500.
IgG conjugué a I'Alexa 546,Molecular Probes, 1/500.
IgG conjugué a I'HRP, DAKO, 1/2000.

[1.2. Préparation des échantillons.
[I.2.a. Tissus congelés.

Les tissus (dans notre cas les hypophyses) soideraent prélevés, brievement rincés
dans du PBS a 4°C, déposés dans une goutte de-TEkspuis congelés sur un lit de
carboglace et conservés a -80°C. Des coupes dé&{uan selon les cas sont réalisées a froid
a I'aide d’un cryostat, puis conservées dans uiie hermétique a -80°C. Avant I'expérience
d'immunohistochimie, les coupes sont fixées dares smlution de paraformaldéhyde (PFA)
4% (1 min) puis rincées avec du PBS (3x1 min). ¢geole differe pour le marquage réalisé
dans l'expérience de LCM (pour « Laser Capture btlgsection ») (voir le chapitre

correspondant).
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[1.2.b. Tissus enrobés en paraffine.

Les tissus sont rapidement prélevés, brievemanési dans du PBS a 4°C, puis fixés
dans une solution de paraformaldéhyde (PFA) 4%asnit, a 4°C, avec agitation. Les tissus
sont ensuite rincés dans un grand volume de PB&@Y,1 M pendant au minimum 3x1 h.
Les tissus ainsi fixés peuvent étre conservé goétclant quelques jours, a I'obscurité.

Pour I'enrobage en paraffine, les tissus sont ya#stés par des bains successifs
d’alcool 70%, 90% et 100% (2x5 min). Les tissustsarsuite incubés dans du butanol (1 h a
température ambiante) puis dans un mélange 50/30uténol et paraffine (paraplast, Mc
Cormick) (1ha 58C), et pour finir par des bains successifs deffiaeapure (3 x 4 h). Les
tissus inclus en paraffine peuvent étre conservéwndpérature ambiante pendant de
nombreuses années.

Des coupes de 15 um sont réalisées a I'aide diarotome et déposées sur des lames
histologiques silanées. Avant I'expérience dimmhistochimie, les coupes sont
déparaffinées dans du xyléne (2x1 h), puis réhgdmatpar des bains successifs d'alcool
100%, 90%, 70% (2x2 min) et de PBS (2x5 min)

[1.2.c. Cellules en culture.

Les cellules sont cultivées sur des lamelles deeviecouvertes de Poly-D-Lysine,
permettant une meilleure adhérence des cellulekesterre. Le milieu de culture est ensuite
aspiré et les cellules sont rincées avec du PBEX 32 min) puis fixées avec une solution
de PFA 4% a 4°C pendant 15 min et rincées avecB&/@ycine 0,1 M (3x5 min) puis du
PBS seul (2x5 min). Les cellules ainsi fixées petére conservées quelques jours a 4°C, a

I'obscurité.

[1.3. Immuno-marquage.

Les cellules sont perméabilisées avec une soldgoRBS/TritonX100 0,05% pendant
5 min a température ambiante (RT pour room tempexapuis incubées avec une solution de
PBS/BSA 5% pendant 30 min afin de bloquer les sites spécifiques. Les tissus sont
directement incubés avec la solution de PBS/BSA B¥e incubation avec les anticorps
primaires (dilués dans une solution de PBS-BSA &%t)ensuite réalisée pendant 1 heure a
RT ou sur la nuit a 4°CLes cellules/tissus sont ensuite rincés abondarmnems du PBS
pendant 3x10 min au minimum. Les anticorps secoeslaouplés au fluorochromes sont
incubés a RT pendant 30 min & 1 h. Apres plusieawages abondants dans du PBS, les

lames ou lamelles sont montées pour leur observatianicroscopie.
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[1.4. Observation en microscopie a fluorescence.

Les images sont acquises avec un microscope Z8Ms510 a balayage laser équipé
du systtme META, équipé de sources laser et de franaux de détection séparés,
comportant chacune leur propre « pinhole ». Lesgenafluorescentes correspondant aux
Alexa 488 (excitée par une source laser Argon 488ch émettant a 519 nm) et Alexa 546
(excitée par une source laser HeNe 543 nm et émbe&ta573 nm) sont collectées
seéquentiellement sur deux canaux différents. Undediltres appropriés est utilisé afin de
réduire la fluorescence non spécifique. Les imagesi collectées ont été analysées avec les

logiciels Imaris 4 (Bitplane) et Zeiss.

[1.5. Quantification de la fluorescence.

La technigue de quantification de la fluorescemété réalisée en collaboration avec le
Dr Y. Usson (Grenoble, CNRS UMR5525). Elle est déadans l'article intitulé « Nuclear
translocation and retention of GH » (Mertani tdCal. 2003). Brievement, la fluorescence
correspondant au marquage du récepteur de la deptigté quantifiée dans les cellules
somatotropes, a partir de coupes d’hypophyse eaffar. Une double immunofluorescence
GH/ObR est réalisée, les cellules somatotropesidentifiées et un masque binaire est créé.
La fluorescence correspondant a ObR est quantifidguement dans ce masque en utilisant

un logiciel spécialement développé pour cette tieglen(Samba).

[1.6. Immuno-margquages en microscopie électronique.

Afin de procéder a la co-localisation entre ObRIeg protéines clathrine et cavéoline,
les cellules HEK-ObRb-GFP sont fixées pendant 20 ad°C dans une solution de PFA 4%
et glutaraldéhyde 0,05%. Les cellules sont ensnitgbées dans du PBS contenant 0,4 M de
sucrosg(30 min, 4°C) afin de les cryo-protéger, puis cdége comme précédemment décrit
(Lobie PEet al. 1999). Des coupes ultra-fines de 80 nm congeleéeisréalisées en utilisant
un microtome (Ultracut S, Leica) et montées surgiées de nickel.

L’'immunocytologieest réalisée en incubant les coupes avec du PBS1B&GAendant
10 min a RT, puis avec I'anticorps primaire dilugnd du PBS-BSA 1% pendant 1h a RT.
Apres ringcages, les coupes sont incubées aveicbaps secondaire (dilué dans du PBS-BSA
1%) couplé a des particules d’or de 5 ou 10 nmidmetre, pendant 1 h & RT. Les coupes

sont ensuite fixées avec du glutaraldéhyde 2,5%quéas avec de I'acétate d’'uranyle neutre
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a 4% pendant 20 min et enrobées de meéthylcellulosge.coupes sont observées sur un

microscope électronique Philips CM120 (80kV) (Ceritechnologique des Microstructures).

lll. Purification des ARN et PCR quantitative.
[1l.1. Extraction des ARN.

Dans toutes ces étapes, le matériel utilisé ainsi les différentes solutions sont
« RNases free ». Les tissus sont rapidement psleviévement rincés dans du PBS a 4°C, et
les ARN totaux sont extraits en utilisant le kiextraction PROMEGA, conformément aux
instructions du fabriquant. Ce kit comprend unepétale traitement a la DNasel afin
d’éliminer les contaminations par I'’ADN génomiquea qualité des ARN extraits a été

contrdlée par Bioanalyseur (Agilent).

[11.2. Synthése des ADN complémentaires (ADNCc).

Dans un volume final de 10 pL, 1 pg d’ARN est inéypendant 5 min a 65°C (puis 5
min a 4°C) en présence de 1 pL d'Oligo(dT)12-180(p@/mL, Invitrogen) et de 1 pL de
dNTP (10 nM chacun, Invitrogen). Sont alors ajowsés la glace : 4uL de tampon (first
strand buffer 5X, Invitrogen), 2 uL de DTT 0,1 Mnyitrogen), 1 pL de RNase OUT
(Invitrogen), 1 pL deau ultrapure et 1 pL de Tremase Inverse Superscript |
(Invitrogen). La synthese des ADNCc est réalisés tun cycle de 2 min a 37°C, 50 min a
42°C et 5 min a 85°C. Les 20 pL de réaction aitgenus sont dilués 12,5 fois (ou 25 fois
selon les génes étudiés) dans de I'eau ultrapligyosés et conservés a -20°C jusqu'a

utilisation comme ADN cibles dans les réaction®aHR.

[11.3. Choix des amorces.

Chaque couple d’amorces (Tableau 2) a été séhmgtigrace au logiciel OligoPerfect
(Invitrogen). Les criteres appliqués sont : i) dadle du fragment amplifié inférieure a 200
pb, ii) si possible la présence d’'une jonctionadntexon au sein de ce fragment, iii) un
nombre limité de GC dans la séquence permettamtirdmuer les risques de formation de
boucle intramoléculaire et de dimérisation des aewrPour chaque couple d’amorces, la
température optimale d’hybridation a été détermipge PCR classique. Par la suite, pour
chaque PCR quantitative, I'absence de plusieurdyii de PCR ainsi qu’une efficacité de

réaction adéquate ont été vérifiées.
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Tableau 2 : Les différentes amorces utilisées.

génes forward primer (5'--3") reverse primer (§--3
ObRa GCT GTG CAG TCACTC AGT GC TCA AAG AGT GTCCGCTCTTTTG G
TGC AGG GCT GTATGT CAT TG AGT GTC CGC TCT CTT GIGGA
ObRb CAG ATC ATC CACCCAATG TG TTC CCC GTG ATT TTCIC AG
TGA CCA CTC CAG ATT CCACA CCACTGTTT TCACGT TGTG
GHSR CAC CAC CAC CAACCT CTACC GGA AGC AGA TGG CGAGT AG
GHRH GAA ATC ATG AAC AGG CAG CA GCT GAAAGC TTC ATCTT GG
GHRH-R CAC TGC CCC AGG AACTACAT CCA CAG AGA CCTAC ACAGA
SRIF TGG CAG AACTGC TGT CTG AG GAAGTT CTT GCAGCAGCTT
sstl-R GGA GCG ACA GTA AGC AGG AC CTT TCG GAC AAGOA GAC TC
sst2-R CCC GCT ATG TAATCT CGT TGC AAG AGG GAT GAT
sstb5-R CGC CAA GAT GAA GAC AGT TAC TGA CCATCA GGAGA AGATAC
IGF1-R GTG CTG TAC GCC TCT GTG AA TTG CAG CCT CATCA CTG TC
GH-R GCC CTG CCAAGAAAATTACA GGA GCG GTATCT GCBGTC TC
leptine CAG GTT CCAGCTTCT TGA GC GCT TGT CCT CTG TCC TCT GG
ghréline TGAGCT ATCTGC AGCACGTT TGA CAC CAA AAC CCT CAT CA
B-actin CAC TTT CTA CAATGA GCT GCG AAG GAA GGC TGG AAG AGASC

[11.4. PCR quantitative en temps réel.

La majorité des réactions de PCR quantitativegésdisée sur le eCycler (BioRad),
utilisant des plaques de 96 puits spéciales. Chegpation de PCR a été réalisée en triplicate.
Chaque puit contient un volume de réaction final28@L constitué d'un mélange de 1pL
d’ADNc, 2,5 uL de buffer 10X (Invitrogen), 1 pL ddgCl, (50 nM, Invitrogen), 1,25uL
d’Evagreen 20X (équivalent du SYBR Green, Biotu}25 puL de Polymerase Platinium
Taq (Invitrogen), 0,05 puL de chaque dNTP (100 miwjttogen), 0,05 uL de chaque amorce
a 100 uM, et 9 pL d'eau ultrapure. Les conditiotasrgplification appliquées sont : un cycle
d’activation de la Taq polymérase de 15 min a 9&Elot start ») suivi de 35 a 45 cycles.
comportant une étape de dénaturation (15 sec, 9%f®) étape d’hybridation (30sec a la
température spécifique du couple d’amorce) et uapeéed’élongation (30 sec, 72°C). La
qualité des fragments de PCR amplifiés est cordréféréalisant une courbe de fusion apres

amplification.
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[11.5. Analyse et normalisation.

Pour chaque géne, des quantifications relatived séalisées par rapport a des
gammes de dilutions séquentielles d’ADNc et I'apalgst effectuée avec le logiciel eCycler.
Les résultats sont ensuite normalisés par rappogeae de I18-Actine dont I'expression est
la plus stable parmi les différents génes de métegjés dans nos conditions expérimentales
(tissu hypophysaire). Pour chaque gene étudiés QIR quantitatives au minimum ont été
réalisées, a partir d’ADNCc issus d’au moins deuxiR¥épendantes afin de limiter les erreurs
de quantification liées a la réaction de transmipinverse.

IV. Analyse de I'expression et de [lactivation desprotéines

tissulaires ou cellulaires.

IV.1. Extraction des protéines totales.
IV.1.a. Pour les tissus.

Les tissus (hypophyses) sont prélevés, rincésleapnt dans du PBS a 4°C, puis
broyés dans du tampon de lyse , sur la glace, dar®otter adapté aux petits volumes. Le
lysat ainsi obtenu est récupéré et incubé sur #eglpendant 30 min avec agitations
occasionnelles (vortex). Le lysat est alors homégéna 'aide d’'une seringue préalablement
refroidie et incubé de nouveau 10 min sur la glaes. protéines solubilisées sont récupérées
apres centrifugation (1600030 min, 4°C) et leur concentration estimée pam&hode de

Bradford (protein assay, Pierce).

IV.1.b. Pour les cellules en culture.

Les cellules sont rincées abondamment avec dusPBE, les boites de culture étant
placées sur la glace. Le PBS est correctementéadpitampon de lyse est ajouté et les
cellules sont décollées a 'aide d’un grattoiréetupérées avec le tampon de lyse dans un tube
approprié placé sur la glace. Le lysat obtenu ipstt@ plusieurs fois a I'aide d’'une pipette de
200 ul, et incubé sur la glace pendant 30 minutes agitation occasionnelle (vortex). Le
lysat est alors homogénéisé a l'aide d’'une seringéalablement refroidie et incubé de
nouveau 10 min sur la glace. Les protéines sokd@b sont récupérées aprés centrifugation
(1600@, 30 min, 4°C) et leur concentration estimée pamkthode de Bradford (protein

assay, Pierce).
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IV.1.c. Les différents tampons de lyse utilisés.

Pour les expériences d'immuno-précipitation (deuen culture), le tampon de lyse
utilisé est le RIPA modifié dont la composition Essuivante Tris-HCI 50 mM pH 7,4 ; NP-
40 1%; Na-deoxycholate 0,25%; NaCl 150 mM ; EDTAM.

Pour les expériences d’analyse en Western-blotsigias le tampon de lyse utilisé est
composé de NP-40 1%; TritonX-100 0,5% ; glycéré%1CEDTA 1 mM; NaCl 150 mM,;
Tris-HCI 50mM pH 7,4. Pour 'ELISA anti-ObR, le tgnon utilisé est identique, excepté qu'il
ne contient pas d’EDTA.

A ces tampons de lyse est ajouté un cocktail diiitdniir de protéases (Complete EDTA-free,

Roche) et de phosphatases (Sigma).

IV.2. Immuno-précipitation (pour cellules en culture).

Dans un premier temps, les billes de sépharospl@eal aux protéines A/G (Santa-
Cruz) sont préparées par une incubation de 30 amitagglace dans une solution de Tris-HCI
(pH 7,4)-BSA 2%. Les billes sont récupérées patridegation et rincées 3 fois dans la
solution de Tris. Le lysat de protéines (de 50@&235 mg de protéines a une concentration de
1 pg/mL) est clarifié en ajoutant les billes coagléux protéines A/G (20 pL) pendant 10
min a 4°C. Le lysat clarifié est récupéré par dhmgation et incubé en présence de
I'anticorps primaire a 4°C sur la nuit avec agdat{agitateur orbital). L'immuno-complexe
formé est capturé en incubant le lysat avec ldssbitouplées aux protéines A/G (50 uL)
pendant 2 h a 4°C, toujours sous agitation. Léssbdont récupérées par centrifugation (5 sec,
10000 rpm) et rincées 3 fois avec le tampon de dysdu PBS selon les cas. Les billes sont
alors resuspendues dans 50 pL de tampon de chéngéudant 2X (Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 ;
glycérol 20% ; SDS 10% ; 2-mercaptoéthanol 10%ei de bromophénol 0,01%), et le tout
est chauffé pendant 5min a 100°C environ. Lesd#lent éliminées par centrifugation et le

surnageant est chargé sur le gel SDS-PAGE et anpéyda technique de Western-blot.

IV.3. Le Western-blot.

Les protéines sont diluées dans du tampon de eld&gaturant, séparées par SDS-
PAGE et transférées sur des membranes de nitrmssdluLes membranes sont saturées par
incubation avec du TBS-T (TBS + Tween 20 0,05%)tenant 5% de lait ou 3% de BSA
selon les cas. Les membranes sont ensuite incaléesanticorps primaires sur la nuit a 4°C.

Apres rincage avec le TBS-T (3x15 min), les membésasont incubées 30 min a RT avec les
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anticorps couplés a I'enzyme HRP (HorseRadish Rdasg) et la révélation des protéines est
réalisée par chimioluminescence en utilisant lessab ECL+ (Amersham). Les membranes
peuvent étre de nouveau utilisées apres éliminatgmnanticorps (« strippage ») réalisée par
incubation 15 min a RT dans une solution a pH 2a&msée de glycine 100mM, NP-40
0,1% et SDS 0,2%. Elles sont ensuite lavées avéeale milliQ (3 x 5 min) puis du PBS (10
min) etde nouveau saturées et incubées avec les anticorps.

Une fois les films développés, ils sont scanm@sifeScanner Il, GE Healthcare) aitensité
des bandes, correspondant a la quantité de pretéest évaluée (semi-quantification ;
ImageQuant TL software, GE Healthcareg¢ marqueur de poids moléculaire est utilisé pour
calibrer le systeme et permettre une comparaisome eles films de chaque série

d’expériences.

66 8¢ s
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HEK ObRb Foie souris T.A. souris
o o¢ Wi
X B
. - - :

HEK ObRb-GFP  Foie rat T.A. rat

HEK WT Contrdles: T.lyse seul
Fig 70: Validation du kit ELISA ObR.

L'utilisation du kit ELISA ObR a été validée en risaint cette expérience sur les cellules HEK-ObRb, HEK-
ObRb-GFP, et sur le tissu adipeux (T.A) et le foiesalaris et de rat.

IV.4. L’ELISA.

Les techniques d’ELISA réalisées durant cetteetlseésmt basées sur I'utilisation de kits
commerciaux. Pour chaque Kkit, les conditions expénitales sont variables et sont décrites
sur les sites web des fabricants. Le kit ELISA -@1R (R&D system) a été développé a
I'origine pour quantifier 'isoforme ObRe dans legma. Des mises au point ont été réalisées
au laboratoire pour adapter son fonctionnement éiggus, en utilisant un tampon de lyse
particulier (voir chapitre Ill.1.c). Tous les codles nécessaires ont été réalisés pour valider
I'utilisation de ce kit sur les tissus (Figure 70).
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V. Laser Capture Microdissection (LCM).

V.1. Immuno-marquage fluorescent des cellules sonwttopes et

microdissection.

Tous les instruments, récipients et les solut{@ngsart les anticorps) sont RNases free.
Les hypophyses congelées et conservées a -80°Gceopées a l'aide d’'un cryostat a une
épaisseur de 12 um. Les coupes sont conservéef°@.-8e jour de I'expérience de
microdissection, les coupes stockées a -80°C spéed a l'acétone (2 min, a 4°C) puis
brievement rincées dans du PBS a 4°C (5 sec). tage® suivantes sont réalisées a 'abri de
la lumiére. L’'anticorps primaire est appliqué ses ctoupes pendant 5 min a 4°C (anti-GH
DAKO, dilué dans du PBS au 1/500). Les coupes 8noées (PBS pendant 2min, 4°C) puis
incubées avec 'anticorps secondaire pendant 5afC (CY3, Dako, 1/700) et a nouveau
rincées dans du PBS (2 min, 4°C). Les coupes sorg deshydratées par des bains successifs
d’éthanol (75%, 95%, 100% ; 2 x 30 sec chacun)eexydene (2 x 5 min). Les coupes sont
alors conservées sous vide, a RT et a I'obscurité.

La microdissection est réalisée conformément acommandations du fabriquant
(Arcturus, Pix cell system). Les cellules GH idéég&s par immuno-marquage sont prélevées

a l'aide de capsules HS (Arcturus). Environ 1000utes sont prélevées par hypophyse.

V.2. Extraction des ARN, amplification et PCR quanitative.

Les ARN sont extraits selon le protocole du fabaiof (Qiagen, RNAeasy microkit).
Une étude qualitative des ARN est réalisée a l'aideBioanalyseur (AGILENT). L'analyse
comparative est portée sur les ARN extraits depe&w@avant et aprés immuno-marquage, de
méme qu’avant et apres LCM, afin de vérifier qus teitements n’induisent pas de
dégradation significative des ARN, incompatible @Vétude en PCR quantitative.

La quantité d’ARN totaux obtenus aprés microdigeacétant faible, les ARNm ont
été amplifiés suivant le protocole du fabriquantefigageAmp aRNA kit; Ambion).
Brievement, une transcription inverse est réalegaitilisant des amorces de type oligo(dT)
contenant le promoteur T7. L’ADN est transcriptdiisant 'ARN polymérase T7 afin de
générer des copies de chaque ARNm présent darfmtion. Il a été démontré que cette
amplification n’altére pas la proportion relative chague ARNm par rapport a 'ensemble de
la population des ARNm. Cette méthode est donc atiblp avec les expériences de PCR
quantitative (King Gt al. 2005). La quantité d’ARN obtenu aprés amplificatest de I'ordre

de 10-15 ng/uL. Par la suite une transcription ligeeest réalisée comme précédemment

191



Procédures expérimentales.

décrit, en utilisant ici comme amorces des « randmmramer », les ARN amplifié ne
possédant plus de queue polyA. La PCR quantitativieemps réel est ensuite réalisée suivant

le protocole précédemment décrit.

VI. Mesure de la cinétique d’internalisation de laleptine

VI.1. 1'* binding couplé a la technique de lavages acides.

Les cellules sont cultivées jusqu’a 80% de comibgedans des boites de Pétri (60mm)
recouvertes de la Poly-D-Lysine. Aprés rincage a@d®BS (4°C, 2 x 5 min), les cellules
sont incubées avec 100 000 cpm de leptine radiamdarg I'*° dans 0,5ml de milieu
DMEM contenant 1% de BSA, pendant 2 h a 4°C. Ldliles sont rincées avec du PBS
(4°C) afin d’enlever la leptine radio-marquée nixed, puis remises en culture dans du
milieu DMEM a 37°C pendant les différents tempslaleinétique. Les cellules sont ensuite
rincées a nouveau avec du PBS a 4°C puis incubéesum tampon acide (NaCl 0,5 M ;
acide acétique 0,2 M) pendant 5 min pour dissdegcomplexes leptine/récepteur localisés a
la surface cellulaire. Un deuxiéme lavage acidecastiite réalisé. La radioactivité contenue
dans les solutions acides récupérées apres ceslalages et contenant la leptine radio-

marquée est mesurée en utilisant un compteur gamma.

VI.2. Technique de biotinylation des protéines dewsface.

Les cellules HEK-ObRb-GFP sont cultivées jusqu@®68de confluence dans des
boites de Pétri (60mm) recouvertes de la Poly-Dflgygt sont rincées avec du PBS a 4°C.
L’ensemble des protéines localisées a la surfaltelaiee est marqué aprés incubation des
cellules dans une solution de PBS a pH 8 conted@&nmg/mL de Sulfo-NHS-SS-Biotine
pendant 2 h a 4°C, en accord avec le protocoleabuguant (Pierce). Les cellules sont
ensuite rincées avec du PBS (4°C, pH 8, 2 x 5 minjemises en culture (37°C, milieu
DMEM) en présence ou absence de leptine (leptimeaime, 50 nM, Sigma), pendant les
différents temps de la cinétique. Apres rincagecalie PBS a 4°C, les ponts disulfures sont
clivés en utilisant 50 nM de glutathion dans unkitszn contenant 75 mM de NaCl, 75 mM
de NaOH, 10% de SVF a 4°C pendant 15min. Les esllsbnt de nouveau rincées a 4°C
avec du PBS. Il est nécessaire de noter que leRipes biotinylées localisées dans le
cytoplasme sont protégées du clivage. Les protéioi@des sont ensuite extraites dans le
tampon de lyse RIPA modifié, les protéines biot®d sont immuno-précipitées en utilisant

la streptavidine, séparées par SDS-PAGE et vigedipar la techniqgue de Western-blot en
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utilisant un anticorps anti-GFP. L'intensité desidbes a été mesurée comme précédemment

décrit.
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Annexes.

Les neuropeptides hypothalamiques impligués dans le

contréle de la balance énergétique.

|. Les neuropeptides orexigenes de premier ordre.
[.1. Le neuropeptide Y (NPY).

Le NPY appartient a la famille des polypeptidesgréatiques. Ce neuropeptide existe
de fagcon ubiquitaire dans le cerveau, avec un nivBexpression particulierement élevé au
niveau du noyau arqué de I'hypothalamus (ARC). &gression hypothalamique est régulée
par le statut métabolique de I'organisme. Ainsgxpression et la libération de NPY est
stimulée par le jedne et inhibée par la prise altaiee (Sanacora & al. 1990).

Chez le rat et la souris, I'injection de NPY awedu hypothalamique augmente la
prise alimentaire (Glenn StanleyeBal. 1986), diminue la dépense énergétique en réduisant
la thermogénese (Billington @Jal. 1991) et I'activité du systeme nerveux autononga(iza
M et al. 1991). L’injection répétée de NPY au niveau duawyparaventriculaire (PVN) de
I’hypothalamus induit I'obésité chez le rat (ZagkvN et al. 1993).

NPY est donc un neuropeptide orexigene et logiguensa synthése au niveau du
noyau arqué est inhibée par I'insuline et la lepti@chwartz MW&t al. 1991; Stephens T\at
al. 1995).

Chez les rats obéses Zuckirfa), I'expression de NPY est augmentée au niveau de
'ARC (Beck B et al. 1990). Chez I'homme cependant, son expressiorenls pas étre
affectée dans les cas d'obésité (BrunanetAal. 1995; Nam S-Yet al. 2001) bien que
guelques études témoignent d’'une augmentation.

Etonnamment, les souris « knock out » (KO) pouryN#dnt caractérisées par une
prise alimentaire physiologique. L'importance du WRans la prise alimentaire étant
démontrée, cette observation suggére des circugisronaux anaboliques paralléles,

compensant I'absence de NPY par l'utilisation d’asitheuropeptides orexigenes.

l.2. Le « Agouti Related Peptide » (AgRP).

L’AgRP a été découvert chez la souris obageuti, nommée ainsi & cause de la
couleur de son pelage. Cette couleur est due arssion de la protéine Agouti au niveau
des poils, et a son effet antagoniste sur le syst@glanocortine. Au niveau du SNC, ce

neuropeptide est principalement exprimé au niveaundyau arqué de I'hypothalamus,

247



Annexes.

(Shutter JRet al. 1997). Comme Agouti, 'AgRP est un antagoniste degpteurs MC3R et
MC4R impliqués dans le systeme mélanocortine (Let &. 1994).

Une seule injection au niveau central d’AgRP ihdue augmentation de la prise
alimentaire pouvant durer 7 jours (Rossielal. 1998). Ce temps d’action incroyable fait de
I’AgRP un neuropeptide anabolique puissant (en @aipon au NPY dont I'effet sur la prise
alimentaire n’est que de 6h environ). Les souriglifiés génétiquement pour surexprimer
I’AgRP sont hyperphagiques et fortement obésesh@raMet al. 1997).

L'expression et la libération de 'AgRP sont stiéas par le jeline, et inhibées par la
prise alimentaire, la leptine, l'insuline et le ghse (Mizuno TMet al. 1999; Morrison CDet
al. 2005). Les rats rendus obéses par I'alimentati@anlO pour « Diet Induced Obesity »)
présentent une augmentation de la concentratiogRIFAau niveau hypothalamique (Harrold
JA et al. 1999). Un polymorphisme du gene AgRP est égalementelation avec le
développement de I'obésité chez 'homme (Argyropseubet al. 2002).

En plus de son role dans la prise alimentaire, AgRluence négativement la dépense
énergétique. Ainsi, son injection centrale inhilexpression de UCP1 (« uncoupling protein
1) dans le tissu adipeux brun (YasudatTal. 2004). De plus, I'injection centrale d’ARN
antisens de I'AgRP induit chez le rat une réductienpoids, sans pour autant modifier la
prise alimentaire (Makimura ldt al. 2002). L’AgRP inhibe également I'axe hypothalamo-
hypophysaire-thyroidien (HPT) et la sécrétion demntones thyroidiennes fortement
impliqguées dans le contrble des dépenses énergsétifekete €t al. 2002).

Comme dans le cas de NPY, les souris KO AgRP éseptent pas de défauts majeurs
dans la régulation de la prise alimentaire (Gaet@. 2004). La méme observation a été
réalisée chez les souris double KO pour NPY et AgRRgérant I'implication d’autres
circuits neuronaux et d'autres neuropeptides amgied dans la régulation centrale de
I’'homéostasie énergétique, neuropeptides qu'itentpeut-étre a découvrir ou a redécouvrir
(Gao Qet al. 2004).

ll. Les neuropeptides orexigenes de second ordre.

[I.1.Les orexines ou hypocretines.

La famille des orexines est composée de deuxgeqtorexine A et orexine B, issues
du clivage protéolytigue du précurseur prépro-arexiLes neurones synthétisant I'orexine
sont principalement localisés dans I'aire hypotimdgie latérale (LHA) et I'aire périfornicale
(PFA).
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L'expression ARN de la prépro-orexine au niveau’dgpothalamus est augmentée
par un jelne complet de 48h mais n’'est pas affquééeune prise alimentaire simplement
réduite (Cai XJet al. 1999). Chez les rongeurs, l'injection centralereine A induit une
augmentation de la prise alimentaire, mais sueke ¢ourt terme (Haynes A& al. 1999). En
effet, suite a cette injection un mécanisme comgen®e s’installe, et il N’y a ni modification
significative de la prise alimentaire sur 24h, airgde poids (Yamanaka & al. 1999)
L’injection d’orexine B ne modifie pas la priseraéntaire chez le rat.

Les neurones a orexines expriment l'isoforme l@engu récepteur de la leptine, et
I'injection de leptine au niveau central si elldiit une diminution de la production d’orexine
A, n'a curieusement pas deffet sur I'expression st précurseur dans des conditions
standards (Beck B et Richy S 1999; Caiekal. 1999). De facon contradictoire, I'obésité est
associée a une baisse de I'expression de la pogprine chez le rat Zucker fa/fa (Cai &)
al. 2000).

Les orexines semblent avoir un rble prédominansda sensibilité au taux de glucose
sanguin. En effet, les neurones orexines interagisavec les neurones sensibles au glucose
de I'hypothalamus. Les « glucose-responsive ceflent stimulées par une hyperglycémie et
I'orexine A. Les « glucose-sensitive neurons » gtés par une hypoglycémie, I'orexine B et
inhibée par l'orexine A (Liu XHet al. 2001). De plus, une glycémie faible augmente la
synthese d’orexine B mais pas d’orexine A au niiegaothalamique (Cai X& al. 2001).

En plus de son action dans la régulation de larttal énergétique, ce neuropeptide est
également trés impliqué dans la régulation desesydl sommeil et des rythmes circadiens en
général. Les souris KO orexines ne présentent jaa®mhalies dans la régulation de la prise

alimentaire mais sont cependant narcoleptiques.

[I.2. La « Melanin-Concentrating Hormone » ou MCH.

La MCH est a la fois un neurotransmetteur et umenbne. Elle est synthétisée au
niveau de lintestin, du pancréas, du tube digestiflu cerveawia le clivage protéolytique
d’'une pro-hormone, la Pmch. Celle-ci code égalerpent les neuropeptides El (NEI) et GE
(NGE) qui pourraient également jouer un roéle dansdntréle de 'lhoméostasie énergétique
(Nahon JLet al. 1989). Dans I'hypothalamus, les neurones syntdtiss MCH sont localisés
principalement au niveau du LHA (Bittencourtdl. 1992).

Le jedne augmente I'expression de la MCH dansplitligalamus. L’injection centrale

de MCH augmente la prise alimentaire et I'infuseentrale de MCH conduit méme a une
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obésité légere (Qu Bt al. 1996). L’injection centrale de leptine inhibe lfErssion de la
MCH dans le LHA (Sahu A 1998). Si la MCH sembleeimsible au taux de glucose circulant
(Bayer L et al. 2000), l'injection centrale d’insuline semble @usement augmenter
I'expression de MCH dans le LHA (Bahjaoui-Bouhahitiet al. 1994).

Les rats obéses Zucker (fa/fa), les souris ob/oldkédb sont caractérisés par
expression accrue de MCH au niveau de I'hypothasat@iricker-Krongrad Aet al. 2001,
Mondal MSet al. 2002).

Les souris modifiées génétiguement pour surexpri@@eMCH au niveau du LHA
présentent une hyperphagie associée a une forsit@leé un diabéte de type Il (Ludwig DS
et al. 2001).

Contrairement aux souris KO pour le NPY, 'AgRPlex orexines, les souris Pmch
KO présentent une diminution de la prise alimeptaiuine masse grasse réduite et une
augmentation du métabolisme basal (ShimadaetMal. 1998). Ces résultats montrent
'importance du systeme MCH, qui ne semble pasgmé&s de redondance avec les autres
circuits neuronaux orexigéene. Ce systeme représtorie une cible thérapeutique de choix
pour contrecarrer I'obésité. De plus les sourigassd’un croisement entre les souris ob/ob et
les souris Pmch KO présentent une atténuation dogiiipe obése (Segal-Liebermaret@l.
2003). Cependant ces souris doubles KO présentenhyperphagie, du méme ordre que les
souris ob/ob ; I'atténuation de I'obésité obsernest le résultat d'un métabolisme basal
augmenté, caractérisé par une température corp@leNée et une forte activité locomotrice.

L’injection centrale d’antagoniste du récepteda MCH, le MCHR-1 réduit la prise
alimentaire et induit une perte de poids chez kEs DIOs (Borowsky Bet al. 2002;
Takekawa Set al. 2002). De maniere surprenante, les souris MCHR-Q Kont
hyperphagiques mais conservent un poids normategédun métabolisme exagéré et une
hyperactivité (Sleemaet al. 2004).

L'ensemble de ces résultats désigne la MCH commaeauropeptide orexigene de
grande importance, aussi bien dans la régulatida gese alimentaire que dans la régulation

de la dépense énergétique.
[1.3. La Galanine.

Ce neuropeptide est exprimé dans I'ensemble dueaaret plus précisément au

niveau des noyaux paraventriculaires (PVN) de ldtigplamus (Merchenthaleet al. 1993).
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Chez les rongeurs, un jelne complet de 48h n'indas de modifications de
I'expression de la Galanine. L’injection centrake @alanine augmente la prise alimentaire
mais plus faiblement que les principaux neuropegtiokexigenes et n’induit ni gain de poids
ni obésité (Smith BKet al. 1994). L'injection centrale de leptine inhibe I@rssion de la
Galanine.

Les rats Zucker obéses (fa/fa) sont caractériaésipe surexpression de Galanine au
niveau du PVN (Mercer ét al. 1996). Chez 'homme, des données contradictoioes s
publiées chez les patients obeses, sans modificatido une Iégere augmentation de
I'expression centrale de la Galanine.

Cependant, Les souris KO ou surexprimant la Gaéame présentent pas de
modifications de la prise alimentaire ou du métespoé basal.

L'ensemble de ces résultats montre que la Galanmesemble pas jouer un rble
important dans le controle de la balance énergétijéanmoins, la Galanine agit sur d’autres
voies neuroendocriniennes comme l'axe GH, et I'&{@T controlant la sécrétion des
hormones thyroidiennes, impliqgués dans le contléke dépenses énergétiques (Wittmann G
et al. 2004).

I1.4. Le « Galanine-like Peptide » (GALP) .

Le GALP est proche structurellement de la Galaréhgpossede méme une forte
affinité pour le récepteur de la Galanine GAL2R. I(PAest exprimé dans des neurones
spécifiques du noyau arqué et de I'éminence médian@ee semblent pas exprimer d’autres
neuropeptides orexigénes. Ces neurones exprimeRib Okakatsu Yet al. 2001).

L'injection centrale de GALP entraine une augmeomade la prise alimentaire 10
fois supérieure a celle induite par la Galaninetédmoto Yet al. 2002). Cependant, de fagon
surprenante pour un neuropeptide orexinogene, Ueejenduit chez le rat une baisse de
I'expression de GALP, et cette diminution peut &oatrecarrée par une injection de leptine
(Jureus Aet al. 2000).

Chez les souris ob/ob et les rats fa/fa, 'expoesde GALP au niveau du noyau arqué
est diminuée (Jureus At al. 2001). Ces caractéristiques font de GALP un peptid

orexinogene particulier, caractérisé par des astopposées sur la balance énergétique.
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lll. Les neuropeptides anorexigenes de premier ordy.

l1l.1. La « Pro-OpioMelanoCortin » (POMC) et les Mélanocortines.

La « Pro-OpioMelanoCortin » (POMC) est synthétipémcipalement au niveau de
I'hnypophyse, du noyau arqué de I'hypothalamusuetrdctus solitaire. Cette pro-hormone est
clivée par les « prohormones convertases » 1e€C2L(Bt 2), pour produire plusieurs peptides
regroupés sous la famille des Mélacortines, congmerentre autres |’ @-Melanocyte-
Stimulating Hormone »oMSH) et I'hormone adrénocorticotropine (ACTH).dMSH est
considérée comme le membre de cette famille leipipsrtant dans le controle de la balance
énergétique au niveau central.

Le jeGine inhibe I'expression de POMC au niveawndyau arqué, tandis que la prise
alimentaire la stimule (Mizuno TMt al. 1998). L’injection centrale des mélanocortines
aMSH et ACTH;.-24)induit une baisse de la prise alimentaire (BrovBeKal. 1998).

Les neurones POMC du noyau arqué expriment ObRfjettion de leptine induit
une augmentation de lI'expression de la POMC ewveates neurones en augmentant la
fréequence des potentiels d’action (Schwartz MtWal. 1997; Cowley MAet al. 2001).
L’insuline stimule également I'expression de la POKTozawa Fet al. 1988).

Les effets des mélanocortines sont médiés par famélle de récepteur (MCR)
comprenant 5 membres. MC3-R et MC4-R sont fortenegptimés dans le cerveau. Ces 2
récepteurs peuvent lier 'ensemble des mélano@astat sont impliqués dans le contréle de la
balance énergétique au niveau central. MC4-R ewidéré comme le MCR le plus important
dans la régulation de la prise alimentaire pambétanocortines. MC4-R posséde une forte
affinité pour 'ocMSH. Les souris KO pour MC4-R présentent une séwlrésité et un
métabolisme perturbé. Des mutations de ce récepteirégalement retrouvées dans des cas
d’'obésité humaine (Vaisse & al. 1998). Les souris MC3R KO ne présentent pas de
modifications de la prise alimentaire, ni un gammbids, mais présente une masse adipeuse
supérieure (en % de poids total) et une dépensgéiiie réduite (Butler A&t al. 2000).

Comme nous l'avons vu le neuropeptide orexinog&giRP est un antagoniste de ces
récepteurs suggeérant une inhibition réciproque eeries neurones orexinogenes et

anorexinogenes de premier ordre.
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[l1.2. Les « Cocaine and Amphetamine Regulated Trascript »

(CART).

Les CART sont un ensemble de peptides issus &agdid’'un précurseur commun
(Thim L et al. 1999). Les CART sont principalement exprimés ateail du noyau arqué,
dans les mémes neurones exprimant POMC.

Le jelne induit une baisse de I'expression de CAIRiis le noyau arqué. L’injection
de CART entraine une baisse de la prise alimengaivme perte de poids méme chez I'obése
(Larsen PJet al. 2000). Les neurones CART expriment ObRb et litijgt de leptine
augmente I'expression de CART au niveau du noyquéa(Kristensen Bt al. 1998).

L’injection de CART induit également une augmeintaides « UnCoupling Protein »
(UCP) I, Il et lll dans le tissu adipeux et le miessuggérant un réle important de CART
dans le métabolisme énergétique (WangeC#. 2000).

La prise alimentaire des souris KO pour CART n’pas modifiée, mais celles-ci
présentent une augmentation de poids faible mgisfisiative témoin d’une modification de
la balance énergétique (WierupelNal. 2005).

IV. Les neuropeptides anorexigenes de second ordre

IV.1. La « Corticotropin-Releasing Hormone » (CRH) et les

Urocortines.

CRH est en réalité une famille de neuropeptidespcenant au moins 4 membres : la
CRH elle-méme et les Urocortines |, 1l et 1l (UCNI, 1II). La CRH est un neuropeptide
impligué dans de nombreuses fonctions biologiquesnee le stress, la fonction cardiaque,
I'inflammation, la prise alimentaire.

Au niveau de I'hypothalamus, la CRH est localipéacipalement au niveau du noyau
paraventriculaire. Son injection centrale inhibg@iise alimentaire chez les rongeurs et induit
également une modification de Il'activité du systermaveux sympathique ainsi qu’'une
augmentation de I'activité locomotrice.

Selon I' « état métabolique » la leptine sembleirades effets opposés sur la CRH.
L’injection centrale de cette hormone inhibe I'eeggion de ce neuropeptide et I'activité des
neurones CRH dans les périodes de jelne, et stmout®ntraire son expression et I'activité
des neurones CRH dans les périodes de satiété gHyetral. 1998; Uehara ¥t al. 1998).
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CRH est également exprimé dans I'hypophyse eticgaet fortement a l'axe
hypothalamo-hypophysaire-adrenal (HPA) en stimulantsynthéese d’ACTH et donc de
glucocorticoides au niveau de la glande adrénale.

Les souris KO pour CRH ne présentent pas de neatiifin majeure de leur balance
énergétique malgré une perturbation de I'axe HPAured déficience en glucocorticoides
(Muglia L et al. 1995). Cependant les souris KO pour MCHR-1 (ayan¢ affinité
préférentielle pour la CRH) présentent une modificade la prise alimentaire (Muller M&
al. 2000).

L'UCNI est exprimé au niveau périphérique et calntprincipalement au niveau de
I'aire hypothalamique latérale. Chez le rat, I'ctjen d’'UCNI entraine des effets plus
important sur la régulation de la prise alimentgine la CRH.

La leptine ne semble pas interveviia UCNI pour médier ses effets anorexinogenes
(Okamoto Set al. 2001). Cependant, le transport de UCNI a travarddrriere hémato-
encéphalique est stimulé par la leptine (Kastiret®al. 2000), et I'expression CRH2-R (ayant
une forte affinité pour les Urocortines), est clirr@ux niveaux plasmatiques de leptine
(Nishiyamaet al. 1999). Les souris KO pour MCHR-2 sont hyperserest au stress,
s’alimentent normalement excepté suite a une péramljelne prolongé ou elles diminuent
leur prise alimentaire (Bale Tét al. 2000).

UCNII est exprimé dans de nombreuses structuresedeeau, dont les noyaux arqué
et paraventriculaire. Elle inhibe également lag@dimentaire chez le rat (Reyes Tatlal.
2001). Les roles de I'UCNIII sont encore mal défini

IV.2. La “Thyrotropin-Releasing Hormone” (TRH).

Le clivage de la préproTRH produit plusieurs pagsi regroupés sous le terme TRH.
La TRH est impliquée dans de nombreuses fonctidrysiplogiques dont le contrdle de la
balance énergétique, la régulation de fonctionsitiwgs, la douleur... La TRH est fortement
exprimé au niveau du noyau hypothalamique paracetdire (PVN), qui est le centre
principal de I'action de la TRH sur la balance @étique (Segerson Té@al. 1987).

Ce neuropeptide est également primordial dansotdér@e de I'axe hypothalamo-
hypophysaire-thyroidien (HPT): la TRH, en stimulensécrétion de la « thyroid-stimulating
hormone » (TSH) au niveau hypophysaire, controkétaétion des hormones Thyroxine (T4)
et Triiodothyroxine (T3) par la glande thyroidee€tvia T4 et surtout T3 (’hormone active)

que la TRH induit une grande partie de ses effeysiplogiques.
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En période de jelne total, I'expression de lamE&RH dans le PVN et la sécrétion de
TRH diminuent (Van Haasteren Gaal. 1995). L’injection centrale de TRH inhibe la
prise alimentaire (Vijayan E et McCann SM 1977).déniode de je(ne, I'injection central de
leptine (mais pas d’insuline) chez le rat induiteuaugmentation de I'expression de
préproTRH chez le rat (FeketeeCal. 2006).

Les neurones TRH du PVN sont innervés par lesomesrorexigenes (NPY et AgRP)
et anorexigenes (POMC et CART) du noyau arqué ldgdthalamus (Toni Rt al. 1990).
Chez les rongeurs,dMSH stimule la synthése de preproTRH (Kim MSal. 2000) tandis
gue l'injection centrale de NPY réduit les tauxgphatiques de T3/T4 et I'expression de la
préproTRH au niveau du PVN (FeketetGl. 2001).

Plus que son action sur la prise alimentairefle de la TRH est de contrbler les
dépenses énergétigues. Ainsi, la TRH et les hormtingoides stimulent la thermogenése, et
I'activité locomotrice. Curieusement, chez les @aiis obeses, les taux circulants de T3/T4,
TRH et TSH semblent comparables aux individus s&@ependant, ces résultats varient selon
les études menées. Ainsi des cas d'obésité orasétiriés avec un taux de T3 supérieur a la
normale, et d’autres avec une sensibilité de la T®idr la TRH accrue (pour revue :
Douyoun L, Endocrinology and Metabolism Clinics brth America. 31, 173-89). Dans
tous les cas, les modifications de I'axe HPT neldent n’étre qu’'une réponse adaptative a
I'état physiologique qu’est I'obésiteé, et ne semblpas participer a I'étiologie de cette

pathologie.

IV.3. L’ocytocine.

L'ocytocine est exprimée par des neurones loclgans le noyau hypothalamique
PVN. L'ocytocine est également sécrétée en tartiaqguione au niveau du lobe postérieur de
la neurohypophyse. L’'ocytocine est impliquée dangtfulation de la prise alimentaire, de la
mobilité gastrique. Elle joue également un role omi@nt dans I'accouchement et la lactation
(voir chapitre sur la neurohypophyse). L’'injectioantrale de ce neuropeptide induit une
réduction de la prise alimentaire (Olson BRil. 1991a). Les neurones a ocytocine expriment
ObRb (Hakansson M-Let al. 1998), et une libération d’ocytocine en réponseing
administration cérébrale de leptine contribue &ntéation de la prise de nourriture chez le
rat (Blevins JEet al. 2004).

L’'ocytocine est également stimulée par la CRH (BrdOet al. 1986). De plus les
récepteurs de CRH (CRHR-1 et CRHR-2) sont exprids@ss les neurones a ocytocine du
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PVN (Arima H et Aguilera G 2000). L'’injection d'aagoniste de l'ocytocine bloque
également I'effet anorexigene induit par la CRHs@Il BRet al. 1991b). L'ocytocine est
donc le médiateur des effets de la CRH, au moins cencernant la prise alimentaire.

IV.4. La neurotensine (NT).

La neurotensine est produite par le clivage pgoki de son précurseur, la
préproneurotensine. Ce neuropeptide est exprinn€ipalement au niveau des noyaux arque,
paraventriculaire, et dorsomédian de I'hypothalamus

L'injection de neurotensine inhibe la prise alinaere (Levine ASet al. 1983). Les
neurones a neurotensine expriment le réceptewa bpline (Hakansson M-t al. 1998), et
I'injection de cette hormone adipocytaire induiteumugmentation de I'expression de
préproneurotensine/neurotensine et le traitemeat ales antagonistes de la neurotensine
semble bloquer I'effet anorexigene de la leptingh{BAet al. 2001). De plus, I'expression de
la préproneurotensine est réduite dans les modédeesité génétiques (souris ob/ob et rats
Zucker fa/fa) (Beck Bt al. 1989; Williams Get al. 1991).

IV.5. Les « Glucagon-like peptide » 1 et 2 (GLP1 &LP2).

Les GLP1 et GLP2 possedent une forte homologie kevglucagon et sont produits a
partir du proglucagon. Ces 2 peptides sont exprimésniveau du tube digestif, de
I’'hypothalamus et du noyau du tractus solitaireaeau central (Drucker DJ et Asa S 1988).

Chez les rongeurs, le jeGne induit une diminutien’expression du proglucagon et
des niveaux de GLP1 au niveau central, diminutinpgut étre compensée par I'injection de
leptine (Goldstone ARt al. 2000). Les taux circulants de GLP2 sont égaleméahtits en
période de jedne (Brubaker tal. 1997).

L’injection de GLP1 et GLP2 réduit la prise alinine chez le rat (Turton Mgt al.
1996; Tang-Christensen B al. 2000). Dans les deux cas, la période de rédudeodia prise
alimentaire est courte, et le poids total des sats24h ne semble pas évoluer. De plus les
souris GLP1 KO ne présentent pas de modificatienia gbrise alimentaire, et répondent de la
méme maniére a la leptine que les souris sauv&gesdchi LAet al. 1997). GLP1 ne semble
donc pas jouer un réle prépondérant dans la régulde la prise alimentaire. Cependant ces
souris KO présentent une modification du métabddisdu glucose et une sensibilité a

I'insuline qui semble accrue.
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L'injection de GLP1 induit un phénomeéne d’aversgui pourrait en partie expliquer
ses effets anorexigenes. En partie seulementgsandurones a GLP1 innervent les noyaux
arqué et paraventriculaire, ou ils inhibent legtsfide NPY sur la prise alimentaire (Furuse M
etal. 1997).

257



Annexes.

Publications

258



Article 1
Avrticle soumis (2007)

Endocytosis of Ob-Rb is Constitutive and Necessary for Full Leptin
Signalling to Occur

Short running title: Endocytosis of Ob-Rb

Sébastien Smallwood®, Martina Pyrski?, Amanda Morris®, Perry Barrett®, Janice E.
Drew®, Hichem C. Mertani®, Wolfgang Meyerhof?, Gérard Morel*, Lynda M. Williams®
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Tel. 33 (0) 4 7243 29 27 Fax 33 (0) 4 72 43 29 27 sebastien.smallwood@univ-lyonl.fr

Abstract

Receptor endocytosis is an important mechanism in the regulation of agonist stimulated cell
signalling. Both leptin stimulated and leptin independent constitutive endocytosis of the long
signalling form of the leptin receptor (Ob-Rb) have been reported in separate studies. In the
present study using HEK 293 cells, transfected with Ob-Rb tagged with green fluorescent
protein (Ob-Rb-GFP), both leptin independent constitutive endocytosis and leptin induced
down-regulation of Ob-Rb at the cell surface were demonstrated. Fluorescence microscopy
revealed that, in both unstimulated and leptin challenged cells, Ob-Rb-GFP was found at the
plasma membrane, in early endosomes and mainly in the Golgi/Trans-Golgi network
(Golgi/TGN). The size of the Golgi/TGN pool increased in leptin challenged cells while
receptor number at the cell membrane, measured by [**I]leptin binding, diminished.
Cyclohexamide pre-treatment of cells prevented the leptin induced accumulation of Ob-Rb-
GFP in the Golgi/TGN, indicating that it consisted of de novo synthesised Ob-Rb-GFP.
Hypertonic sucrose, an inhibitor of clathrin dependent endocytosis had no discernable effect
on the leptin stimulated receptor accumulation indicating that endocytosed receptors did not
contribute greatly to this process. Inhibition of receptor endocytosis, by co-transfection with
dominant negative dynamin construct, K44A, prevented leptin stimulated activation of
STATS3 but the IRS1-PI3K and MAPK pathways were largely unaffected indicating that
receptor endocytosis is required for full leptin signalling to take place and thus plays a key
role in the cellular response to leptin but does not appear to control Ob-Rb residency at the
cell surface.
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2006 May;14(5):778-86

Electrophysiological Characterization of Left Ventricular Myocytes from
Obese Sprague-Dawley Rat

Estelle Ricci, Sébastien Smallwood, Christophe Chouabe, Hichem C. Mertani, Mireille
Raccurt, Gérard Morel, and Robert Bonvallet

Unité Mixte de Recherche Centre National de la Recherche Scientifique 5123, Physiologie
Intégrative, Cellulaire et Moléculaire, Université Lyon I, Campus La Doua, Villeurbanne,
France.

Corresponding author Robert Bonvallet, Unité Mixte de Recherche Centre National de la Recherche
Scientifique 5123, Physiologie Intégrative, Cellulaire et Moléculaire, Université Lyon |, Campus La Doua,
69622 Villeurbanne, France. E-mail: Robert.Bonvallet@univ-lyon1.fr

Obijective: Obesity is a complex multifactorial disease that is often associated with cardiac
arrhythmias. Various animal models have been used extensively to study the effects of obesity
on physiological functions, but no study related to ionic membrane currents has been
performed on isolated cardiac myocytes. Therefore, we examined the electrophysiological
characteristics of four ionic currents from isolated left ventricular myocytes of a high-energy
(HE)-induced obesity rat model.

Research Methods and Procedures: Male Sprague-Dawley rats were fed with either a control
diet or a diet containing 33% kcal as fat (HE) for 14 weeks starting at 6 weeks of age.
Voltage-clamp experiments were performed on ventricular myocytes. Leptin receptor
expression was measured using ObR enzyme-linked immunosorbent assay.

Results: In the HE group, rats designated as obese did not develop a cardiac hypertrophy,
either at the organ level or at the cellular level. Densities and kinetics of the L-type calcium
current, the transient outward potassium current, the delayed rectifier potassium current, and
the sodium-calcium exchange current (INCX) were not significantly different between control
and obese rats. A down-regulation of leptin receptor expression was evidenced in the heart of
obese rats compared with controls. Acute exposure (5 minutes) of leptin (100 nM) did not
induce a significant modification in the current densities either in control or in obese rats,
except for INCX density measured in control rats.

Discussion: The absence of effect of leptin on INCX in obese rats could be a potential
arrhythmogenic substrate in obesity.

Key Words: diet-induced obesity ¢ cardiac ionic currents ¢ leptin receptors
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Neuroendocrinology
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Cloning, Expression and Regulation of Chicken Ovalbumin Upstream
Promoter Transcription Factors (COUP-TFIlI and EAR-2) in the Rat
Anterior Pituitary Gland

Mireille Raccurt?, Sébastien Smallwood?, Hichem C. Mertani®, Dominic Devost®,
Khédidja Abbaci®, Jean-Marie Boutin®, Gérard Morel?

*UMR 5123 CNRS Université Claude Bernard Lyon I, Physiologie Intégrative Cellulaire et
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Chicken ovalbumin upstream promoter transcription factors (COUP-TF)-11 (NR2F2) and
EAR-2 (NR2F6) are structurally related orphan members of the nuclear receptors
superfamily. There are growing evidences that these factors play important roles during
processes of differentiation and proliferation of several tissues. To better understand their role
in the differentiated adult rat pituitary gland, we cloned COUP-TFII and EAR-2 cDNAs from
an anterior pituitary cDNA library. Subsequently, we raised and characterized specific
antibodies to the N-terminal domain of both nuclear receptors. We next examined their
cellular and subcellular distribution in the pituitary gland and determined their regulation
during pregnancy. COUP-TFII and EAR-2 pituitary genes display, respectively, 90 and 100%
homologies with their human and mouse homologues. Cellular expression of both nuclear
receptors was mainly detected in the lactotropes of male and female rats, with a prominent
distribution in the nuclear compartment for EAR-2, and interestingly both proteins were
significantly upregulated in pituitaries of pregnant vs. cycling female rats. Thus, our results
have characterized cloning of rat pituitary COUP-TFII and EAR-2 genes, demonstrated that
they are both specifically expressed in lactotropes, and strongly suggested that they may play
an important role in modulating prolactin (PRL) gene expression during pregnancy

Key Words: Orphan receptors; Chicken ovalbumin upstream promoter transcription
factors; Cloning; Prolactin; Pregnancy; Immunohistochemistry; Molecular
neuroendocrinology
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Pituitary growth hormone (GH)-secreting cells regulate growth and metabolism in animals
and humans. To secrete highly ordered GH pulses (up to 1,000-fold rise in hormone levels in
vivo), the pituitary GH cell population needs to mount coordinated responses to GH
secretagogues, yet GH cells display an apparently heterogeneous scattered distribution in 2D
histological studies. To address this paradox, we analyzed in 3D both positioning and
signaling of GH cells using reconstructive, two-photon excitation microscopy to image the
entire pituitary in GH-EGFP transgenic mice. Our results unveiled a homologous continuum
of GH cells connected by adherens junctions that wired the whole gland and exhibited the
three primary features of biological networks: robustness of architecture across lifespan,
modularity correlated with pituitary GH contents and body growth, and connectivity with
spatially stereotyped motifs of cell synchronization coordinating cell activity. These findings
change our view of GH cells, froma collection of dispersed cells to a geometrically connected
homotypic network of cells whose local morphology and connectivity can vary, to alter the
timing of cellular responses to promote more coordinated pulsatile secretion. This large-scale
3D view of cell functioning provides a powerful approach to identify and understand other
networks of endocrine cells that are thought to be scattered in situ. Many dispersed endocrine
systems exhibit pulsatile outputs. We suggest that cell positioning and associated cell-cell
connection mechanisms will be critical parameters that determine how well such systems can
deliver a coordinated secretory pulse of hormone to their target tissues.
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