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CHAPITRE 1 : La leptine et son récepteur. 
 

I. La leptine. 

I.1. La découverte de la leptine. 

 Dans sa façon de se nourrir au quotidien, l’individu alterne entre phase d’alimentation 

et phase de jeûne. D’un jour à l’autre, la quantité d’aliments ingérés ainsi que leurs 

compositions peuvent varier considérablement, sans que la dépense énergétique quotidienne 

n’évolue en conséquence. Cependant le poids d’un individu reste, d’une manière générale, 

relativement constant au cours de sa vie d’adulte. Ainsi, le poids d’une femme augmente en 

moyenne de onze kilogrammes entre l’âge de 25 ans et 65 ans, pour une prise alimentaire 

totale sur cette période d’environ vingt tonnes (Hervey GR 1969). Il existe donc une 

régulation fine de la balance énergétique définie par l’équilibre entre prise alimentaire et 

dépense énergétique (activité physique, métabolisme basal et thermogénèse adaptative). La 

régulation de cette balance par un système endocrine intégrant les réserves énergétiques est 

maintenant étudiée depuis plus d’un demi-siècle.  

 Hetherington et Ranson en 1942, puis Anand et Brobeck en 1951 montrent que, chez 

le rat, des lésions au niveau de l’hypothalamus induisent un déséquilibre de la balance 

énergétique. La lésion de l’hypothalamus ventromédian induit une hyperphagie conduisant à 

une obésité morbide, ainsi qu’une altération de la thermorégulation. La lésion de 

l’hypothalamus latéral induit une forte réduction de la prise alimentaire conduisant à la mort 

par « famine » (Hetherington A et Ranson S 1942; Anand B et Brobeck J 1951). Ces 

expériences sont les premières démonstrations de l’importance de l’hypothalamus en tant que 

centre de contrôle de la prise alimentaire et de la dépense énergétique. 

 Kennedy en développant sa théorie lipostatique est le premier en 1953 à expliquer la 

constance du poids d’un individu au cours de sa vie par la régulation de la masse adipeuse de 

l’organisme (Kennedy G 1953). En se basant sur les expériences de lésions hypothalamiques 

réalisées au cours des années 1940-50, il émet l’hypothèse d’une relation entre la masse 

adipeuse et le contrôle hypothalamique de la prise alimentaire. L’hypothalamus collecterait 

des informations relatives à la quantité de masse adipeuse de l’organisme par l’intermédiaire 

d’un facteur circulant, et régulerait en retour prise alimentaire et dépense énergétique de 

manière adéquate.     

 Suite à ces travaux, Hervey réalise en 1959 l’expérience qui allait marquer l’histoire 

de l’étude de la prise alimentaire. Grâce au processus chirurgical de parabiose, permettant 
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l’union chronique de deux rats vivants en suturant ensemble leur péritoine et leurs muscles 

(Huff R 1950), il réunit la circulation sanguine d’un rat rendu obèse par lésion 

hypothalamique et d’un rat contrôle (Hervey G 1959). Suite à cette union, le comportement 

du rat obèse n’est pas modifié tandis que le rat contrôle cesse de s’alimenter. Hervey suggère 

alors l’existence d’un facteur de satiété circulant dont la concentration chez le rat obèse devait 

être augmentée par rapport au rat contrôle. L’absence d’effet observée chez le rat ayant subi 

une lésion hypothalamique suggère également la présence du récepteur de ce facteur de satiété 

circulant au niveau de l’hypothalamus. Cette simple expérience a permis de mettre en place 

les préceptes de la leptine, dont l’étude, quarante-cinq ans plus tard, est toujours d’actualité. 

 Les conclusions de Hervey sont ensuite soutenues par la découverte de souris 

génétiquement obèses, la souris « obese » (ob/ob) et la souris « diabetes » (db/db), 

caractérisées par une hyperphagie, une dépense énergétique réduite et un syndrome d’obésité 

morbide. Coleman réalise des expériences de parabiose avec ces deux modèles murins 

(Coleman D 1973). La parabiose entre souris contrôle et ob/ob provoque une réduction de la 

masse adipeuse de la souris ob/ob et n’a pas d’effet sur la souris contrôle. La parabiose entre 

souris contrôle et db/db n’a pas d’effet sur la souris db/db, mais induit cependant une forte 

réduction de la prise alimentaire chez la souris contrôle (hypophagie), conduisant à sa mort. 

La parabiose entre les souris ob/ob et db/db n’induit aucun changement chez la souris db/db ; 

néanmoins la souris ob/ob devient hypophagique et meurt. Logiquement, Coleman interprète  

ses résultas de la manière suivante : les souris ob/ob ne produisent pas le (ou un) facteur de 

satiété, tandis que les souris db/db le produisent mais y sont insensibles. Il sera démontré plus 

tard que le gène obese code pour la leptine (Ob) et le gène diabetes pour son récepteur (ObR). 

 

I.2. Le clonage du gène obese. 

 La découverte de la séquence des gènes obese murin et humain, a été réalisée par 

l’équipe de Friedman (Zhang Y et al. 1994), en utilisant la technique du clonage de position 

(Genbank :U18812, U18915). Ils retrouvent ainsi une mutation du gène obese chez les souris 

ob/ob. La même équipe montre que la protéine Ob est présente dans le plasma et que 

l’injection de celle-ci chez la souris produit une réduction de la prise alimentaire et de la 

masse adipeuse (Zhang Y et al. 1994). Le facteur de satiété découvert par Coleman vingt ans 

plus tôt était identifié, et l’équipe de Friedman baptise le produit du gène obese leptine, du 

grec leptos signifiant fin ou maigre (Halaas JL et al. 1995).  
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I.3. Les caractéristiques du gène obese. 

I.3.a. Caractéristiques de la séquence codante. 

 Le gène obese est composé de 3 exons séparés par 2 introns. La séquence codante de 

la protéine leptine est localisée au niveau des exons 2 et 3 et code pour un ARNm de 4,5 kb 

environ chez le rat. 

Chez la souris, la taille totale du gène obese est de 20 kb. La taille de l’exon 1 est de 26 pb, 

celle de l’exon 2 (qui possède l’ATG) est de 175 pb et celle de l’exon 3 (qui possède le TGA) 

est de 2600 pb au minimum. Les introns 1 et 2 mesurent 7,5 et 1,7 kb respectivement (Figure 

1) (He Y et al. 1995). Il existerait également un autre exon apparemment non traduit localisé 

entre les exons 1 et 2 et mesurant 93 pb. Cet exon est présent dans un transcript ARN 

résultant d’un épissage alternatif, retrouvé in vivo, chez la souris, au niveau du tissu adipeux. 

Il représente environ 5 % des transcripts totaux du gène obese et sa fonction est encore 

inconnue (He Y et al. 1995). 

Chez l’homme, le gène obese mesure environ 20 kb. La taille des différents exons chez 

l’homme et la souris est comparable. Les introns 1 et 2 sont cependant plus grands avec 10 kb 

et 2,3 kb respectivement (Figure 1) (Isse N et al. 1995).  

 

Fig 1: Taille et caractéristiques des gènes obesemurin et humain.

(murin) (murin)
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I.3.b. Caractéristiques du promoteur et de la région 3’. 

 La taille exacte du promoteur murin est inconnue, néanmoins un promoteur de 750 pb 

est  considéré comme suffisant pour induire efficacement la transcription, la région située 

entre les nucléotides 0 et -161 étant primordiale. A partir de la séquence nucléotidique, 

différentes équipes ont recherché les séquences consensus cis pouvant interagir avec divers 

facteurs de transcription. Le promoteur du gène obese murin contient une TATA box (-29 à -
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34), ainsi qu’une ou plusieurs séquences Sp1 (GC box) suggérant une régulation de la 

synthèse de leptine par les facteurs de transcription à doigts de Zinc Sp1 (Lania L et al. 1997). 

Une courte séquence palindromique caractéristique des « CCAAT/enhancer-binding protein » 

(C/EBP) est retrouvée entre les nucléotides -49 et -58, conférant aux facteurs de transcription 

adipocytaires C/EBPα  un rôle dans la régulation de la production de leptine (Hwang C-S et 

al. 1996).  

Ces mêmes éléments cis sont retrouvés dans le promoteur humain (Isse N et al. 1995; Gong 

D-W et al. 1996; Miller SG et al. 1996), et s’y ajoutent une « Ebox » permettant l’interaction 

des protéines possédant un domaine HLH (Murre C et al. 1989), un « AP-2-binding site » 

permettant le recrutement du facteur de transcription AP-2 (Mitchell PJ et al. 1987), des 

séquences répétitives MER11 et Alu dont la fonction est encore mal définie, des séquences 

« cyclic AMP element response » et des séquences « glucocorticoïd response element » 

(GRE). 

 La région 3’ du gène obese est peu conservée entre souris et humain, avec seulement 

50% d’homologie de séquence (Wickens M 1990; Isse N et al. 1995). Cette divergence 

pourrait être expliquée ou être la cause d’ une différence de stabilité entre les ARNm codant 

pour la leptine de ces deux espèces. 

 

I.3.c. De la séquence génique et protéique à la fonction. 

 Suite à l’obtention de la séquence nucléotidique du gène obese, son analyse en 

fonction de critères de similitude ou d’homologie a permis l’identification d’une séquence 

caractéristique d’une protéine extracellulaire sécrétée (Zhang Y et al. 1994). L’équipe de 

Bryant a établi, à partir de la séquence peptidique, les différentes structures 3D potentielles de 

la leptine, et recherché des similitudes dans des banques de données adaptées. Ils ont alors 

suggéré que le produit du gène obese code pour une protéine pouvant adopter une structure 

similaire aux cytokines hélicoïdales de type InterLeukine-6 (IL-6) (Madej T et al. 1995). 

 La leptine est une protéine de 16KDa. 67% de sa séquence peptidique est conservée 

entre les différentes espèces étudiées à ce jour. Il existe un fort taux d’homologie entre la 

leptine de rat et de souris et entre la leptine de souris et humaine avec respectivement 83 et 

84% d’homologie (Zhang F et al. 1997).  

L’étude structurale de la leptine a été difficile, dû principalement au fait que la leptine 

s’agrège facilement, empêchant ainsi le processus de cristallisation. L’équipe de Schevitz en 

1997 a contourné ce problème en utilisant une leptine mutante (E100) dans laquelle le 

tryptophane en position 100 est remplacé par une glutamine. Cette mutation n’induit pas de 
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modification de l’activité biologique de la leptine mais permet sa cristallisation et la 

détermination précise de sa structure 3D (Figure 2) (Zhang F et al. 1997). La structure de la 

leptine est caractérisée par quatre hélices alpha anti-parallèles (A à D) connectées par deux 

longues boucles (AB et CD) et une plus courte (BC). Les résidus les plus conservés, 

certainement importants pour maintenir l’intégrité structurale de la leptine ainsi que la 

fonction biologique sont situés dans un cœur hydrophobe. D’autres régions fortement 

conservées sont situées au niveau des quatre hélices alpha ; deux cystéines conservées en 

position 96 et 146 forment un pont disulfure entre la région carboxy-terminale et la longue 

boucle CD. La mutation d’une de ces cystéines rend la protéine biologiquement inactive ce 

qui rend compte de leur importance. L’agencement des hélices alpha et des boucles de la 

leptine E100 est similaire à celui de cytokines, comme le « Granulocyte Colony-Stimulating 

Factor » (G-CSF), le « Leukaemia Inhibitory Factor » (LIF), le « Ciliary Neurotrophic 

Factor » (CNTF) et l’hormone de croissance (GH). La superposition de la structure 3D de la 

leptine avec celle de ces protéines est possible (Zhang F et al. 1997). 

 

Fig 2: Structure tridimensionnelle de la leptine E100.

La structure 3D de la leptine E100 est caractérisée par quatre hélices alpha anti-parallèles (A, B, C, D) 
connectées par 3 boucles (AB, BC, CD). Elle est comparable à celle des cytokines G-CSF, CNTF, GH et 
LIF. La région localisée entre les aa 106 et 140 est responsable de l’activité biologique de la leptine. D’après 
Zhang F et al. 1997.

Fig 2: Structure tridimensionnelle de la leptine E100.

La structure 3D de la leptine E100 est caractérisée par quatre hélices alpha anti-parallèles (A, B, C, D) 
connectées par 3 boucles (AB, BC, CD). Elle est comparable à celle des cytokines G-CSF, CNTF, GH et 
LIF. La région localisée entre les aa 106 et 140 est responsable de l’activité biologique de la leptine. D’après 
Zhang F et al. 1997.  

  

  En injectant chez les souris ob/ob différents peptides de synthèse recouvrant les acides 

aminés (aa) 106 à 167, l’équipe de Lee DW a mis en évidence que la région localisée entre les 

résidus 106 et 140 est la principale responsable de l’activité biologique de la leptine (Grasso P 

et al. 1997). 
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- La leptine - 

 
- L’existence de la leptine (Ob) a été suggérée dès les années 1950, mais le clonage de son 
gène (obese) ne fût réalisé qu’en 1994 par l’équipe de J.Friedman. 
 
- Le gène obese est composé de 3 exons séparés par 2 introns. Sa région promotrice 
possède notamment la séquence consensus des facteurs de transcription adipocytaires 
C/EBPαααα. 
 
- Ob est une protéine de 16 KDa appartenant à la famille des cytokines hélicoïdales de 
type IL-6. Elle partage une forte homologie de structure avec le G-CSF et la GH 
notamment. 
 

 

II. Régulation de la synthèse de leptine. 

 Initialement les adipocytes du tissu adipeux blanc étaient considérés comme les seules 

cellules productrices de leptine. Cependant, une synthèse ectopique de leptine a été mise en 

évidence dans de nombreux tissus et notamment le muscle, le foie et l’hypophyse (Jin L et al. 

1999; Morash B et al. 1999; Jin L et al. 2000). Nous aborderons plus précisément ce point 

dans le chapitre consacré à l’hormone de croissance (Chapitre IV). L’importance relative de la 

synthèse ectopique de leptine dans la concentration plasmatique de cette hormone reste sujette 

à controverses, et à ce jour les adipocytes sont toujours considérés comme la source principale 

de leptine. La régulation de la synthèse de leptine est bien entendu différente selon les tissus 

considérés. Elle est de plus soumise à un grand nombre de facteurs de régulation.  

 

II.1. Niveaux plasmatiques de leptine et nutrition. 

 La leptine est une hormone circulant dans le plasma à une concentration dépendante 

du statut énergétique et du niveau de masse adipeuse de l’organisme. Dans les modèles 

murins ou chez l’homme, l’obésité est associée à une élévation du taux plasmatique de leptine 

tandis que les états lipodystrophiques sont associés à une réduction de ce taux (M. Maffei M 

et al. 1995). 

 Suite à la prise d’un repas unique, le niveau plasmatique de leptine augmente chez les 

rongeurs, tandis qu’il semble inchangé chez l’homme (Saladin R et al. 1995; Korbonits M et 

al. 1997). Chez l’homme, ce niveau augmente sous l’effet d’un régime hypercalorique de 

plusieurs jours. Cependant un jeûne (24-48h) induit une forte baisse de la concentration 

plasmatique de leptine chez les rongeurs et l’homme. Après une période de jeûne, la prise 
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d’un repas individuel induit une augmentation de la leptine plasmatique jusqu’au 

rétablissement de son taux initial. La sécrétion de leptine est également corrélée à la 

composition et à l’apport calorique des repas (Poppitt SD et al. 2005). 

 

II.2. Sécrétion de leptine et rythmes biologiques. 

II.2.a. Rythme circadien. 

 L’expression et la sécrétion de leptine sont caractérisées par un rythme diurne chez les 

rongeurs et chez l’homme (Saladin R et al. 1995; Sinha MK et al. 1996). 

Chez les rongeurs, le taux plasmatique de leptine est plus élevé durant la phase sombre que 

durant la phase lumineuse du cycle nycthéméral. Lorsque le rat est soumis à un cycle 

lumière/obscurité de 5h-19h/19h-5h, la concentration plasmatique de leptine augmente à partir 

de 19h pour atteindre son maximum à 23h (environ 9ng/mL) et diminue ensuite jusqu’à 

rejoindre son niveau basal à 5h (environ 6ng/mL) (Xu B et al. 1999). La phase d’obscurité 

correspondant chez les rongeurs à la période d’activité, l’augmentation de leptine plasmatique 

est en corrélation avec le début de la prise alimentaire, et semble indépendante de la 

photopériodicité et des autres mécanismes classiques du contrôle du rythme circadien. Chez le 

rat, la synthèse de leptine par les cellules adipocytaires et l’expression hypothalamique de son 

récepteur augmentent quant à elles avant le début de la phase sombre. Elles sont donc 

indépendantes de l’initiation de la prise alimentaire. Ces résultats suggèrent que la sécrétion 

de leptine et sa synthèse sont régulées en partie par des mécanismes indépendants (Kalra SP et 

al. 2003). 

 Chez l’homme, on retrouve également des variations de la concentration plasmatique 

de leptine corrélées avec le cycle circadien (Figure 3). Celle-ci augmente durant la phase 

sombre qui, contrairement aux rongeurs, correspond à la phase de sommeil. Bien qu’une 

simple prise alimentaire ne semble pas changer le taux de leptine circulante, l’augmentation 

nocturne de cette hormone est corrélée avec la rythmicité et l’heure de la prise alimentaire 

précédente (Schoeller DA et al. 1997). Le rôle de cette rythmicité biologique dans le contrôle 

central de la prise alimentaire est pour l’instant mal défini. Elle pourrait intervenir dans la 

régulation au niveau périphérique d’autres acteurs moléculaires impliqués dans les diverses 

fonctions de la leptine (Kalra SP et al. 2003). Ce rythme n’est pas affecté par l’obésité (Sinha 

MK  et al. 1996) 
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Fig 3: Évolution du taux plasmatique de leptine sur 24h, chez l’homme.

Évolution sur 24 heures des taux plasmatiques de leptine, insuline et glucose, chez des individus sains et 
obèses. D’après Sinha MK et al, 1996.
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Fig 3: Évolution du taux plasmatique de leptine sur 24h, chez l’homme.

Évolution sur 24 heures des taux plasmatiques de leptine, insuline et glucose, chez des individus sains et 
obèses. D’après Sinha MK et al, 1996.
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II.2.b. Rythme ultradien 

 Chez l’homme et les rongeurs, la sécrétion de leptine par les adipocytes n’est pas 

continue mais pulsatile, caractérisée par des pics de sécrétion de faible amplitude mais de 

fréquence élevée (Figure 4) (Licinio J et al. 1997; Bagnasco M et al. 2002). Chez le rat, la 

restriction alimentaire entraîne une diminution de l’amplitude des pics, sans modification de 

leur fréquence (Bagnasco M et al. 2002).  
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Fig 4: Rythme ultradien de la sécrétion de leptine chez le rat.

Profil de sécrétion pulsatil de la leptine chez les rats contrôles (cercles ouverts, CTR) ou soumis à une 
restriction alimentaire (cercles pleins, R.A.). La restriction alimentaire entraîne une diminution de 
l’amplitude des pics mais pas de leur fréquence. D’après Bagnasco M et al, 2002.
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Fig 4: Rythme ultradien de la sécrétion de leptine chez le rat.

Profil de sécrétion pulsatil de la leptine chez les rats contrôles (cercles ouverts, CTR) ou soumis à une 
restriction alimentaire (cercles pleins, R.A.). La restriction alimentaire entraîne une diminution de 
l’amplitude des pics mais pas de leur fréquence. D’après Bagnasco M et al, 2002.
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II.3. Facteurs régulant la sécrétion de leptine. 

II.3.a. Effets de l’insuline et du glucose. 

 La régulation de la sécrétion de leptine en fonction de la nutrition est liée en partie à 

l’insuline et au glucose. En réponse à une prise alimentaire, le taux d’insuline dans le sang 

augmente pour favoriser l’absorption par les tissus du glucose « ingéré », et ainsi compenser 

son augmentation plasmatique et restaurer une glycémie normale. Chez l’homme, dans des 

conditions standards, les taux plasmatiques de leptine ne sont pas corrélés à la variation des 

taux s’insuline suite à une prise alimentaire (Figure 3) (Ahima RS et Flier JS 2000). Par 

opposition, les taux d’insuline et de leptine diminuent en période jeûne, chez l’homme 

(Ahima RS et Flier JS 2000). Des études réalisées in vitro montrent que l’insuline stimule la 

synthèse et la sécrétion de leptine dans une lignée cellulaire d’adipocytes de souris ainsi que 

dans les cultures primaires d’adipocytes humains isolés (Kolaczynski JW et al. 1996; Rentsch 

J et Chiesi M 1996). In vivo, l’injection d’insuline chez les rongeurs entraîne également une 

augmentation de la concentration plasmatique de leptine ; c’est également le cas chez 
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l’homme soumis à une perfusion chronique d’insuline (Saladin R et al. 1995; Kolaczynski JW 

et al. 1996).  

 

II.3.b. Autres facteurs. 

 Il existe de nombreux facteurs régulant la sécrétion de leptine et il est très difficile de 

les classer en fonction de leur importance, car celle-ci dépend de l’état physiologique de 

l’organisme ainsi que des fonctions biologiques étudiées. De nombreuses revues les 

répertorient et nous n’en donnerons ici qu’une liste non exhaustive (Figures 5 et 6). De plus, il 

ne faut pas oublier que si la leptine est synthétisée principalement par les adipocytes, il existe 

une synthèse ectopique de cette hormone dans de nombreux tissus, dont la régulation est 

certainement tissus dépendants. 

 

 
- La sécrétion de leptine - 

 
- La leptine est principalement produite et sécrétée par les adipocytes du tissu adipeux 
blanc. D’autres tissus comme l’hypophyse, le muscle et le foie sont également des lieux 
de synthèse de cette hormone. 
 
- La concentration plasmatique de leptine est proportionnelle au niveau de masse 
adipeuse de l’organisme et donc fortement dépendante du statut énergétique. 
 
- La concentration plasmatique de leptine augmente suite à une prise alimentaire unique 
chez les rongeurs et suite à un régime hypercalorique de plusieurs jours chez l’homme. 
Elle diminue fortement suite à une restriction alimentaire (24-48h) chez les rongeurs et 
l’homme. 
 
- La sécrétion de leptine est caractérisée par un rythme circadien diurne chez les 
rongeurs et chez l’homme. Elle est plus importante durant la phase d’obscurité (ou 
phase sombre) du cycle nycthéméral.  
 
- La sécrétion de leptine n’est pas continue mais pulsatile, caractérisée par des pics de 
sécrétion de faible amplitude mais de fréquence élevée (rythme ultradien). 
 
- Les taux d’insuline et de leptine sont étroitement corrélés. L’insuline stimule la 
synthèse et la sécrétion de leptine chez les rongeurs et chez l’homme. 
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Fig 5: Facteurs induisant une augmentation des taux plasmatiques de leptine. D’après Margetic S et al, 
2002 
Fig 5: Facteurs induisant une augmentation des taux plasmatiques de leptine. D’après Margetic S et al, 
2002 

 

 

Fig 6: Facteurs induisant une diminution des taux plasmatiques de leptine. D’après Margetic S et al, 
2002 
Fig 6: Facteurs induisant une diminution des taux plasmatiques de leptine. D’après Margetic S et al, 
2002  
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III. Le récepteur de la leptine. 

III.1. La découverte du récepteur de la leptine. 

 L’équipe de Tepper a été la première à isoler et cloner le récepteur de la leptine (ObR) 

en suivant une démarche scientifique particulièrement intéressante (Tartaglia LA et al. 1995). 

Ils ont utilisé une banque d’ADN complémentaire (ADNc) construite à partir d’ARNm isolés 

du plexus choroïde de souris, tissu identifié à l’aide de leptine couplée à la phosphatase 

alkaline comme exprimant fortement le récepteur de la leptine. Après transfection de 

combinaisons de plusieurs ADNc de plus en plus restreintes dans des cellules en culture et en 

utilisant la leptine marquée à la phosphatase alkaline pour identifier les clones positifs, ils ont 

finalement isolé un ADNc codant pour une protéine de 894aa. 

 Le domaine extracellulaire du récepteur cloné par Tartaglia possède de nombreuses 

similitudes avec les récepteurs de la superfamille des cytokines classe I. Bien que le taux 

d’homologie de séquence entre ce domaine et celui des autres récepteurs de cytokines ne soit 

que de 24% environ, ObR possède le motif Trp-Ser-X-Trp-Ser  caractéristique de cette famille 

de récepteur (Kishimoto T et al. 1994). Tout comme les récepteurs de cytokines, ObR 

présente un domaine membranaire unique composé de vingt-trois résidus. Le domaine 

intracellulaire de l’ObR isolé par Tartaglia, est étonnamment court par rapport à celui des 

autres membres de la famille des cytokines de classe I (34 résidus), mais présente néanmoins 

47% d’homologie avec le récepteur du LIF (LIF-R). Il possède également un site de fixation 

de la protéine Janus kinase (JAK) appelé boîte 1, impliqué dans l’activation du récepteur et 

l’initiation des voies de transduction du signal.  

 En établissant une carte de la région génétique du gène cloné, Tartaglia et al (1995) 

ont mis en évidence une localisation proche du locus du gène diabetes codant pour le 

récepteur de la leptine. Cependant chez les souris db/db, la fixation de la leptine au niveau du 

plexus choroïde est identique à celle des souris contrôles. Et surtout, aucune mutation dans la 

séquence de ce récepteur isolé et cloné par Tartaglia n’a été retrouvée chez les souris db/db. 

De ces observations émergea l’hypothèse de l’existence de plusieurs isoformes de ObR. Au 

moins six isoformes sont dénombrées à l’heure actuelle et sont nommées de ObRa à ObRf. 

Elles sont générées par épissage alternatif à partir du même ARNm pré-messager. Le 

récepteur cloné par Tartaglia et al. correspond à une isoforme courte de ObR, ObRa. 
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III.2. Les différentes isoformes du récepteur de la leptine. 

 Le récepteur de la leptine appartient à la famille des récepteurs de cytokines de classe I 

contenant notamment les récepteurs aux interleukines 2, 3, 4, 6, 7, au G-CSF, à la GH, à la 

prolactine et l’érythropoïétine (Bazan JF 1989). Le gène diabetes codant pour ObR possède 

dix-sept exons communs à toutes les isoformes et plusieurs exons alternatifs. Toutes les 

isoformes d’ObR générées par épissage alternatif partagent le même domaine extracellulaire 

amino-terminal de 816aa possédant le site de liaison du ligand, un domaine fibronectine de 

type III , un pont disulfure indispensable à l’interaction avec la leptine ainsi que le motif   

Trp-Ser-X-Trp-Ser  caractéristique de la famille de récepteur de cytokines de classe I 

(Kishimoto T et al. 1994; Ahima RS et Flier JS 2000). 

 Les isoformes diffèrent au niveau des domaines membranaire ou intracellulaire 

carboxy-terminal et sont classées en trois catégories distinctes : l’isoforme longue ou ObRb,  

les isoformes courtes ou ObRs (a, c, d, f)  possédant un domaine intracellulaire réduit et 

l’isoforme circulante ou ObRe ne possédant ni domaine membranaire ni domaine 

intracellulaire (Figure 7).  
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Fig 7: Les différentes isoformes du récepteur de la leptine.

Toutes les isoformes de ObR possèdent un domaine extracellulaire commun. Le domaine intracellulaire 
permet de différencier les isoformes courtes ObRs (a, c, d, f) et l’isoforme longue ObRb. L’absence de 
domaine transmembranaire est caractéristique de l’isoforme circulante ObRe. D’après Ahima RS et al, 2000.
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III.2.a L’isoforme longue ObRb. 

 A partir des données obtenues lors du clonage de ObRa, l’équipe de Tepper en 

collaboration avec Morgenstern, a pu isoler une autre isoforme de ObR chez l’homme et chez 

la souris (Chen H et al. 1996). Le domaine intracellulaire carboxy-terminal de cette isoforme 

est composé de 302 résidus : c’est l’isoforme longue ou ObRb. Elle correspond au produit du 

gène diabetes. La mutation de ObRb retrouvée chez les souris db/db (Chen H et al. 1996; Lee 

G-H et al. 1996) et le rat Zucker (Phillips MS et al. 1996) conduit à l’obésité, suggérant le 

rôle prépondérant de ObRb dans l’établissement des voies de signalisation induites par la 

leptine. Les souris db/db sont d’ailleurs caractérisées par une déficience de la voie de 

signalisation « Signal Transducer and Activator of Transcription » (STAT) induite par la 

leptine (Ghilardi N et al. 1996). Pour ces raisons, ObRb peut être considérée comme 

l’isoforme la plus importante du récepteur de la leptine. De plus, les souris db/db possèdent le 

même phénotype que les souris db3J/db3J (mutation pour toutes les isoformes de ObR) et 

ob/ob (Bates SH et Myers JMG 2003).  

 

III.2.b. Les isoformes courtes. 

 ObRa : cette isoforme est exprimée dans la très grande majorité des tissus étudiés. 

Cependant, sa fonction précise est à l’heure actuelle mal définie et son importance 

probablement sous-estimée. En effet, malgré un domaine intracellulaire court, ObRa possède 

la capacité d’activer certaines voies de signalisation en réponse à la leptine (voir le paragraphe 

IV de ce chapitre). ObRa est également impliquée dans le transport actif de la leptine du sang 

vers le cerveau. Cette isoforme est fortement exprimée au niveau des micro-vaisseaux 

cérébraux et du plexus choroïde, structures qui constituent respectivement la barrière hémato-

encéphalique et la barrière hémato-fluide cérébrospinaux (Bjorbaek C et al. 1998b). Le 

passage de la barrière hémato-encéphalique est réduit chez les souris ObRa « knock-out » 

(KO). In vitro, ObRa possède la capacité de transporter la leptine au travers des cellules de 

rein (Madin-Darby Canine Kidney) par transcytose (Hileman SM et al. 2000).    

 ObRc, ObRd, ObRf : ces trois isoformes courtes sont moins exprimées que ObRa et 

le sont uniquement dans certains tissus. De plus, contrairement à ObRa, leurs séquences sont 

faiblement conservées entre les espèces (Ahima RS et Flier JS 2000) suggérant un rôle moins 

important de ces isoformes dans la physiologie de la leptine. Leurs fonctions sont à l’heure 

actuelle très mal définies. ObRc est exprimée dans les micro-vaisseaux cérébraux et le plexus 

choroïde suggérant comme pour ObRa une fonction de transporteur de leptine (Hileman SM 
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et al. 2002). ObRd et ObRf sont très faiblement exprimés dans les tissus et ne semblent pas 

jouer de rôle majeur dans la biologie de la leptine. 

 

III.2.c. L’isoforme circulante ObRe. 

 ObRe ne possède ni le domaine transmembranaire ni le domaine intracellulaire de 

ObR. Ce récepteur circulant correspond à la protéine de liaison (ou « binding protein ») 

soluble de la leptine (Li C et al. 1998). Comme les autres « binding protein », la principale 

fonction de ObRe est de stabiliser la leptine plasmatique, de réguler la proportion de leptine 

libre dans le plasma et donc son action biologique. 

  L’ARNm codant pour ObRe est présent chez la souris et le rat mais aucun ARNm 

correspondant n’a été découvert chez l’homme alors que la protéine ObRe est bien présente 

dans le plasma (Chua JSC et al. 1997). ObRe humain n’est donc pas le produit d’une 

transcription génique classique. Les isoformes ObRa et ObRb peuvent être clivées au niveau 

de leur domaine extracellulaire et former ainsi ObRe (Ge H et al. 2002). Ce processus de 

clivage pourrait jouer un rôle prépondérant dans le contrôle des effets physiologiques de la 

leptine. En effet, des études menées chez l’homme ont montré que l’obésité est associée à une 

baisse de ObRe circulant dans le plasma, tandis qu’une perte de poids est associée à son 

augmentation (Van Dielen FMH et al. 2002). A l’inverse, d’autres études n’ont montré 

aucune différence dans la concentration plasmatique de ObRe chez les patients obèses ; 

cependant ceux-ci présentent environ 75% de ObRe liée à la leptine, contre seulement 33% 

chez les sujets sains. Dans tous les cas, la majorité de la leptine circule sous forme libre chez 

les individus obèses (Wu Z et al. 2002). 

 

III.3. Expression tissulaire du récepteur de la leptine. 

 ObRa est l’isoforme la plus exprimée au niveau périphérique, en terme de quantité et 

de localisation, tandis que ObRb est plus exprimée au niveau central. A l’heure actuelle, 

ObRa semble exprimée dans l’ensemble des tissus périphériques étudiés (hypophyse, foie, 

muscle squelettique et lisse, cœur, reins, pancréas, os, poumons, intestin, testicules, ovaire, 

rate, glande médullosurrénale, tissus adipeux) suggérant une grande diversité dans les 

fonctions de la leptine et dans les processus biologiques qu’elle régule.  

 Initialement, l’expression de ObRb n’avait été montrée qu’au niveau central. 

Cependant, quelques études montrent la présence de ObRb au niveau de la glande 

médullosurrénale, du rein, du poumon, du muscle et du foie (Hoggard N et al. 1997; Tsuchiya 
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T et al. 1999; Kim Y-B et al. 2000). En 1999, l’équipe de RJ Smeyne montre que ObRb est 

exprimée dans de nombreux tissus périphériques mais à un très faible niveau (Chen S et al. 

1999). L’équipe de Cinti montre même que la majorité des tissus périphériques expriment 

ObRa et ObRb dans les mêmes types cellulaires (De Matteis R et al. 1998). ObRb semble 

également exprimée au niveau hypophysaire bien que cette donnée reste soumise à 

discussion ; nous aborderons ce sujet dans la partie consacrée à la relation entre GH et leptine 

(voir Chapitre 4 IV.2.b). 

 

 

- Les différentes isoformes du récepteur de la leptine - 

 

- Le récepteur de la leptine ObR appartient à la famille des récepteurs de cytokines de 
classe I. 
 
- Il existe 6 isoformes du récepteur de la leptine qui sont répertoriées en isoforme longue 
(ObRb), isoformes courtes (ObRa principalement) et isoforme circulante (ObRe). 
 
- ObRb est principalement exprimée au niveau du système nerveux central mais semble 
également présente dans certains tissus périphériques. Elle est considérée comme 
l’isoforme la plus importante pour l’action biologique de la leptine. 
 
- ObRa est l’isoforme la plus exprimée en terme de quantité et de localisation. Elle est 
exprimée au niveau central et dans la très grande majorité des tissus périphériques. Si 
ObRa joue un rôle prépondérant dans le passage de la leptine à travers la barrière 
hémato-encéphalique, l’ensemble de ses fonctions est pour l’instant mal défini.  
 
- ObRe correspond à la « binding protein » de la leptine. Elle permet de stabiliser la 
leptine dans le compartiment sanguin, de réguler la proportion de leptine libre dans le 
plasma et donc son action biologique. ObRe est produite directement par 
transcription/traduction (chez les rongeurs) ou indirectement par clivage  des isoformes 
ObRa et ObRb (chez les rongeurs et l’homme). 
 

 

IV. Les voies de signalisation activées par le récepteur de la 

leptine. 

 Bien qu’initialement ObRb était considérée comme la seule isoforme capable d’activer 

les voies de signalisation induites par la leptine, des études ont montré que les isoformes 

courtes ObRs peuvent également participer à la régulation de ces voies.  
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IV.1. La dimérisation du récepteur. 

 En absence de leptine, ObRb et ObRs sont présentes au niveau de la membrane 

plasmique sous la forme de monomères ou d’homodimères. La leptine interagit avec ObR 

selon une stoechiométrie de 1:1, conduisant à la formation de complexes tétramériques 

récepteur-ligand (Devos R et al. 1997). En absence de leptine, il n’existe pas d’hétérodimères 

ObRb / ObRs. Ceux-ci deviennent cependant détectables en présence de leptine, mais leur 

participation à l’activation des voies de signalisation de la leptine reste à démontrer (White D 

et Tartaglia L 1999). 

 ObR appartenant à la famille des récepteurs de cytokines, il ne possède pas d’activité 

enzymatique (kinase) intrinsèque. L’activation complète de ObR ne peut donc avoir lieu que 

par l’intermédiaire de protéines à activité tyrosine kinase, les JAK. La formation du complexe 

tétramérique ObR-Ob induit un changement conformationnel permettant l’activation des JAK 

qui activent en retour ObR (Ihle JN et Kerr IM 1995). 

 

IV.2. Les Janus Kinases (JAK). 

 La famille JAK comprend quatre membres (JAK1, 2, 3 et TYK2) qui sont 

constitutivement associés aux récepteurs de cytokines via les séquences conservées Box1 

(présente dans ObRs et ObRb) et Box2 (présente uniquement dans ObRb) (Behrmann I et al. 

2004). ObR n’interagit qu’avec JAK2 (Ghilardi N et Skoda RC 1997) bien que JAK1 semble 

également avoir un rôle in vitro dans l’activation des voies de signalisation de la leptine 

(Bjorbaek C et al. 1997). 

 La Box1 et les acides aminés 31-36 localisés en aval (présents dans ObRb 

uniquement) sont suffisants pour l’activation de JAK2 par la leptine (Kloek C et al. 2002). 

Cependant d’autres résultats montrent que si les résidus 31-36 permettent une activation de 

JAK2 maximale, ils ne sont pas indispensables. Ainsi JAK2 peut être activée à la fois par 

ObRb et ObRs, du moins in vitro (Bjorbaek C et al. 1997; Murakami T et al. 1997). 

 Une fois activée, JAK2 phosphoryle le domaine intracellulaire du récepteur au niveau 

de plusieurs résidus Tyrosine, notamment Y985, Y1077 et Y1138. Chaque tyrosine phosphorylée 

permet le recrutement de protéines adaptatrices spécifiques possédant un domaine « Src 

Homology 2 » (SH2) et ainsi l’initiation des différentes voies de signalisation. La spécificité 

du recrutement de ces protéines adaptatrices s’effectue grâce aux acides aminés environnants 

ces tyrosines phosphorylées (Zhou S et al. 1993). La protéine JAK2 active peut également 

recruter directement certaines protéines adaptatrices. Elle joue donc un rôle central dans la 
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signalisation de la leptine, en régulant directement ou via le récepteur activé les différentes 

voies de transduction du signal. 

 

IV.3. La voie STAT. 

 La famille des protéines STAT comprend sept membres (85 à 95 kDa). Ce sont des 

facteurs de transcription activés par l’ensemble des cytokines (Levy DE et Darnell JE 2002). 

Les STAT sont recrutées via leur domaine SH2 par ObRb uniquement, au niveau des 

tyrosines phosphorylées Y1077 et Y1138, et sont activées par la phosphorylation de leurs propres 

résidus tyrosines (Baumann H et al. 1996). Les STAT s’assemblent ensuite en homodimères 

et effectuent une translocation nucléaire. Elles stimulent alors la transcription de nombreux 

gènes-cibles impliqués dans le contrôle de processus biologiques variés tels que le 

développement, la prolifération, l’apoptose et le métabolisme (Figure 8). C’est aussi par 

l’intermédiaire des STAT que les cytokines induisent leurs fonctions plus spécifiques. 

 Parmi les membres de la famille STAT, plusieurs possèdent la capacité d’être recruté 

par ObRb. La sélection s’effectue en fonction des tissus et des conditions physiologiques, 

grâce notamment aux séquences peptidiques avoisinant Y1077 et Y1138. In vitro, dans les 

cellules COS co-transfectées avec des constructions ADNc codant pour l’isoforme ObRb de 

souris et les différentes protéines STAT, seules STAT3, STAT5 et STAT6 sont activées en 

réponse à la leptine (Ghilardi N et al. 1996). Cependant, d’autres études ont montrées que la 

leptine pouvait activer également STAT1, et in vivo ObRb ne semble pas activer STAT6.  

 Chez l’homme et les rongeurs, l’injection de leptine induit l’activation de STAT3 dans 

les principaux tissus impliqués dans le contrôle de la balance énergétique : le tissu adipeux 

(Bendinelli P et al. 2000), le muscle et le foie (Kim Y-B et al. 2000), les îlots de Langerhans 

(Morton NM et al. 1999) et l’hypothalamus (Vaisse C et al. 1996). STAT1 est également 

activée par la leptine in vivo, principalement au niveau du tissu adipeux (Bendinelli P et al. 

2000), ainsi que STAT5 au niveau de l’intestin (Morton NM et al. 1998). STAT5 peut être 

recrutée par Y1077 ou Y1138 tandis que STAT3 et STAT1 ne sont recrutées que par Y1138. 

 Néanmoins, STAT1 et STAT5 ne sont pas activées par la leptine au niveau de 

l’hypothalamus (McCowen KC et al. 1998). Les souris exprimant le récepteur ObRb muté 

pour la tyrosine 1138 (souris ObRbY1138S), caractérisé par une incapacité à recruter STAT3, 

présentent une augmentation de la prise alimentaire ainsi qu’une diminution de la dépense 

énergétique induisant une obésité précoce (Bates SH et al. 2003). Ces données montrent 

l’importance de l’activation de la protéine STAT3 dans la médiation des effets de la leptine. Il 
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est intéressant de noter que les souris Y1138S, malgré leur obésité, ne présentent pas 

d’altération de leur pouvoir de reproduction (Bates SH et al. 2003) contrairement aux souris 

ObRb KO, ce qui rend compte de l’importance des voies de transduction du signal autres que 

STAT. 

 

Fig 8: La voie de signalisation STAT.

La liaison de la leptine sur son récepteur entraîne l’activation de JAK2, qui induit alors l’activation complète 
de ObRb en phosphorylant ses résidus tyrosines 985, 1077 et 1138. Y1077 permet le recrutement et 
l’activation de STAT5 et Y1138 le recrutement et l’activation de STAT1, STAT3 et STAT5. Les protéines 
STAT activées s’homodimérisent et subissent une translocation nucléaire où elles stimulent la transcription 
de leurs gènes-cibles.

Fig 8: La voie de signalisation STAT.

La liaison de la leptine sur son récepteur entraîne l’activation de JAK2, qui induit alors l’activation complète 
de ObRb en phosphorylant ses résidus tyrosines 985, 1077 et 1138. Y1077 permet le recrutement et 
l’activation de STAT5 et Y1138 le recrutement et l’activation de STAT1, STAT3 et STAT5. Les protéines 
STAT activées s’homodimérisent et subissent une translocation nucléaire où elles stimulent la transcription 
de leurs gènes-cibles.  

 

IV.4. La voie des MAPK.  

 La voie MAPK (« Mitogen-Activated Protein Kinase ») joue un rôle prépondérant 

dans l’homéostasie énergétique de la cellule. Elle stimule la production d’énergie en agissant 

par exemple sur le transport du glucose et l’oxydation des acides gras, et freine la 

consommation énergétique en inhibant la lipogenèse, la gluconéogenèse et la synthèse 

protéique. 

 La famille des protéines MAPK comprend à l’heure actuelle douze membres qui 

forment une véritable cascade de signalisation activée entre autres par les cytokines. Cette 

cascade est activée par la leptine via ObRb et plus faiblement via ObRs (Bjorbaek C et al. 

1997). En effet, la cascade Ras/Raf/…/MEK/ERK (« Mitogen-activated Kinase » / 



                                                         Introduction bibliographique : La leptine et son récepteur. 

 39 

« Extracellular signal Regulated Kinase ») peut être stimulée par l’intermédiaire du domaine 

intracellulaire phosphorylé de ObRb ou indépendamment de celui-ci par JAK2. Cependant 

dans les 2 cas, l’activation de la protéine « SH2 domain-containing protein tyrosine 

Phosphatase » (SHP-2) est indispensable pour une activation maximale de cette voie de 

signalisation (Bjorbaek C et al. 2001). SHP-2 est recrutée par ObRb au niveau du résidu 

tyrosine Y985 (Li C et Friedman JM 1999) ou par JAK2 de façon directe ou indirecte. SHP-2 

permet alors le recrutement de la protéine adaptatrice « Growth factor Receptor Binding 

protein » (Grb-2) (Banks AS et al. 2000). Grb-2 active ensuite la protéine membranaire « Son 

Of Sevenless » (SOS), qui phosphoryle à son tour une autre protéine membranaire Ras, 

déclencheur de la cascade des MAPK (Figure 9).  

 

Fig 9: La voie de signalisation des MAPK.

La voie des MAPK peut être activée in vitro par ObRs et ObRb. Le recrutement et l’activation de SHP-2 par 
ObRb ou JAK2 permet l’activation de Grb-2 qui à son tour active SOS. SOS active alors la cascade des 
MAPK composée des protéines RAS, RAF, …, MERK-1/2 et ERK-1/2. ERK-1/2 une fois activée subit une 
translocation nucléaire où elle agit sur ses gènes-cibles. La voie IRS/PI3K peut également activer la voie des 
MAPK par l’intermédiaire de la protéine PKC.

Fig 9: La voie de signalisation des MAPK.

La voie des MAPK peut être activée in vitro par ObRs et ObRb. Le recrutement et l’activation de SHP-2 par 
ObRb ou JAK2 permet l’activation de Grb-2 qui à son tour active SOS. SOS active alors la cascade des 
MAPK composée des protéines RAS, RAF, …, MERK-1/2 et ERK-1/2. ERK-1/2 une fois activée subit une 
translocation nucléaire où elle agit sur ses gènes-cibles. La voie IRS/PI3K peut également activer la voie des 
MAPK par l’intermédiaire de la protéine PKC.  

 

 L’ensemble des protéines impliquées dans cette cascade est encore mal défini. Les 

protéines situées en bout de cascade sont MEK-1/2 et ERK-1/2. L’activation de ERK-1/2 par 
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les MEK-1/2 induit sa translocation nucléaire (Horgan AM et Stork PJS 2003) où en 

coopération avec des facteurs de transcription, elle régule l’expression de gènes-cibles tels 

que c-fos et egr-1 impliqués dans les processus de prolifération et de différenciation (Figure 

9). 

 In vitro le recrutement et l’activation de la protéine SHP-2 induit une inhibition de 

l’activation de STAT3 (Bates SH et Myers JMG 2003). Cette interaction, si elle était avérée in 

vivo, représenterait la possibilité d’une activation différentielle des voies de signalisation 

induites par la leptine. Dans les cellules mononucléaires humaines, de muscle L6 et de muscle 

lisse des vaisseaux sanguins, la leptine peut réguler l’activité de la MAPK p38 qui est 

impliquée notamment dans les phénomènes de stress (van den Brink GR et al. 2000; Sweeney 

G et al. 2001; Shin H-J et al. 2005). La leptine peut également activer la protéine de stress 

cellulaire « c-Jun N-terminal kinase »  (JNK) (Bouloumie A et al. 1999).  

 

IV.5. La voie IRS/PI3K. 

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

 La voie IRS/PI3K (« Insulin Receptor Substrate / Phosphoinositide 3-kinase ») est la 

voie principale par laquelle l’insuline induit ses effets. Le récepteur de la leptine activé peut 

également recruter certains acteurs de cette voie, et il existe une interconnection entre les 

voies de signalisation de ces 2 hormones, qui sont impliquées entre autres dans le contrôle de 

la prise alimentaire (Niswender KD et Schwartz MW 2003). Cependant, selon les tissus ou les 

conditions expérimentales, la leptine et l’insuline peuvent agir en synergie ou de façon 

opposée sur la voie IRS/PI3K (Szanto I et Kahn CR 2000; Carvalheira JBC et al. 2001; 

Benomar Y et al. 2005; Hennige AM et al. 2006). 

 

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

 La première évidence du rôle de la voie de signalisation IRS/PI3K dans l’action de la 

leptine provient des souris IRS-2 KO (IRS-2-/-) qui présentent une augmentation de la prise 

alimentaire associée à une baisse de leurs dépenses énergétiques (Withers DJ et al. 1998).  Les 

souris KO pour les autres membres de la famille des IRS, notamment IRS-1, ne présentent pas 

un tel phénotype, suggérant le rôle prépondérant de IRS-2 dans l’action de la leptine (Araki E 

et al. 1994).  

 L’activation des protéines IRS est la première étape de la voie IRS/PI3K. Dans le cas 

de la leptine, ObRs et ObRb peuvent activer in vitro IRS-1 et IRS-2, probablement par leur 
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interaction directe avec JAK2 (Bjorbaek C et al. 1997; Szanto I et Kahn CR 2000). Cependant 

la leptine peut également activer la voie IRS/PI3K sans agir via JAK2 et même activer la 

PI3K sans recruter les protéines IRS par un mécanisme encore inconnu (Berti L et al. 1997) 

(Figure 10). 

 

Fig 10: La voie de signalisation IRS/PI3K.

In vitro, la voie IRS/PI3K peut être activée en réponse à la leptine par les isoformes ObRs et ObRb. IRS1/2 
est activé par l’intermédiaire de JAK2 ou par un autre mécanisme inconnu, et active en réponse PI3K. Les 
cibles moléculaires de PI3K sont principalement les canaux potassiques, la protéine PDE3B impliquée dans 
le contrôle de la production d’AMPc et les inositols phosphates conduisant à la formation de PIP3. PIP3 
active par l’intermédiaire de PDK1 les protéines Akt et PKC impliquées dans de nombreux processus 
comme la prolifération, l’apoptose et le métabolisme cellulaire. 
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In vitro, la voie IRS/PI3K peut être activée en réponse à la leptine par les isoformes ObRs et ObRb. IRS1/2 
est activé par l’intermédiaire de JAK2 ou par un autre mécanisme inconnu, et active en réponse PI3K. Les 
cibles moléculaires de PI3K sont principalement les canaux potassiques, la protéine PDE3B impliquée dans 
le contrôle de la production d’AMPc et les inositols phosphates conduisant à la formation de PIP3. PIP3 
active par l’intermédiaire de PDK1 les protéines Akt et PKC impliquées dans de nombreux processus 
comme la prolifération, l’apoptose et le métabolisme cellulaire. 

 

 

 Les protéines IRS-1/2 activées interagissent avec la sous-unité régulatrice p85 de la 

PI3K, ce qui provoque l’augmentation de l’activité de la sous-unité catalytique p110 de la 

PI3K (Sun XJ et al. 1995). La PI3K activée phosphoryle les « inositol phosphates »    

localisés au niveau de la membrane plasmatique pour produire 

« Phosphoinositol(3,4,5)Phosphate 3 » (PIP3). PIP3 sert alors de substrat à la 

« Phosphoinositide-Dependent Kinase 1 » (PDK1) qui active à son tour la famille des 

« protein kinase C » (PKC) et Akt (Protein Kinase B), deux protéines clés pour les 

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

 Akt joue un rôle prépondérant dans de nombreux processus comme la survie et le 

métabolisme cellulaires (Chan TO et al. 1999). Akt est activée par de nombreux facteurs de 

croissance. Néanmoins, la leptine n’a qu’un impact mineur sur son activation (Kim Y-B et al. 

2000; Zhao AZ et al. 2000). De plus la leptine ne semble pas influencer l’activation de Akt 

par l’insuline. 

 La famille des protéines PKC compte douze isoformes et joue un rôle prépondérant 

dans la prolifération cellulaire et l’apoptose (Dempsey EC et al. 2000). Elle permet également 

de faire le lien entre les voies IRS/PI3K et MAPK, l’activation de la protéine Ras nécessitant 

une PKC active. Différentes études ont montré que la leptine possède, selon les conditions 

physiologiques, un effet inhibiteur ou  stimulateur sur l’activation des différentes isoformes 

de PKC (Chen NG et al. 1997; Ookuma M et al. 1998). Le rôle de PKC dans la transduction 

du signal induite par la leptine est encore mal défini. 

 

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

 Au niveau des neurones hypothalamiques, la voie IRS/PI3K régule les canaux 

potassiques ATP dépendants (K+/ATP), impliqués dans l’excitation des cellules nerveuses 

(Figure 10). De plus, au niveau central, la leptine agit également sur le métabolisme de 

l’AMPc  en activant, via PI3K, la « Phosphodiesterase 3B » (PDE3B) (Zhao AZ et al. 1998) 

(Figure 10). Ainsi la voie IRS/PI3K participe à la régulation de l’expression et de la sécrétion 

des neuropeptides hypothalamiques impliqués dans le contrôle de la balance énergétique 

comme le « neuropeptide Y » (NPY) (Zhao AZ et al. 2002). La voie IRS/PI3K est 

indispensable pour médier les effets anorexigènes de la leptine et de l’insuline au niveau 

central (Spanswick D et al. 1997; Sweeney G 2002; Niswender KD et al. 2003). 

L’étude de la voie de transduction IRS/PI3K activée par la leptine est toujours d’actualité. En 

effet, la relation entre cette voie et le phénomène de résistance à la leptine n’a pas encore été 

établie. De même, le rôle de PI3K dans la médiation des effets biologiques de la leptine autres 

que la régulation de la balance énergétique reste encore à déterminer. 

 

IV.6. Les régulateurs négatifs des voies de signalisation. 

IV.6.a. SOCS-3. 

 Les protéines SOCS (« Suppressor Of Cytokine Signaling ») sont les acteurs d’une 

boucle de rétrocontrôle négatif induite par de nombreuses cytokines. La transcription des 
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gènes codant pour les protéines SOCS est activée par les protéines STAT. Une fois 

synthétisées, les SOCS inhibent en retour les protéines STAT, JAK et par conséquent les 

voies MAPK et IRS/PI3K, bien que leur rôle dans l’inhibition de cette dernière soit encore 

mal défini (Figure 11). 

 In vitro, la leptine via ObRb induit l’expression de SOCS-3 environ 1 à 2 heures après 

stimulation; les niveaux de SOCS-3 sont maximum 4 heures après stimulation et restent 

élevés pendant 24 heures. SOCS-3 se fixe sur de multiples sites du domaine intracellulaire de 

ObRb, conduisant à une baisse de l’activation de STAT3 (20% de baisse 4 heures après 

stimulation puis 30-40% de 8 à 24 heures), de JAK2 (50% de 2 à 4 heures après stimulation, 

puis 30% de 8 à 24 heures après stimulation), de ERK (60% de 2 à 4 heures après stimulation, 

puis 80-90% de 8 à 24 heures) (Dunn SL et al. 2005).  

 In vivo, l’injection de leptine au niveau central, et plus particulièrement au niveau du 

noyau arqué, entraîne l’expression hypothalamique de SOCS-3. L’expression de SOCS-3 

dans ces neurones est modulée par le jeûne et la prise alimentaire (Baskin DG et al. 2000). 

Une augmentation de l’expression de SOCS-3 au niveau hypothalamique est associée au 

phénomène de résistance à la leptine caractéristique de l’obésité (Bjorbaek C et al. 1999).  De 

plus, chez le rat, une déficience en SOCS-3 conduit à une plus grande sensibilité à la leptine et 

à une résistance à l’obésité induite par l’alimentation (« Diet-Induced Obesity » (DIO)) 

(Howard JK et al. 2004). 

 

IV.6.b. PTP1B. 

 Comme SOCS-3, PTP1B (« Protein Tyrosine Phosphatase 1B ») est un régulateur 

négatif de la signalisation induite par la leptine, in vitro  et in vivo, aussi bien au niveau 

central que périphérique (Kaszubska W et al. 2002; Zabolotny JM et al. 2002). Sa cible 

principale est JAK2 dont elle inhibe l’activation. PTP1B agit également négativement sur la 

voie de signalisation de l’insuline, probablement en inhibant les IRS (Figure 11). C’est un 

élément clé des interactions entre les voies de signalisation de l’insuline et de la leptine. Les 

souris PTP1B KO sont caractérisées par une sensibilité accrue à l’insuline et à la leptine, ainsi 

que par une résistance à l’obésité (Elchebly M et al. 1999). 
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Fig 11: Les régulateurs négatifs de la signalisation induite par la leptine.

La synthèse de SOCS-3 est activée par les STAT. SOCS-3 inhibe la signalisation induite par la leptine en 
agissant au niveau de JAK, STAT et ObRb. PTP1B est un inhibiteur de JAK2 et des IRS; c’est un élément 
majeur du « cross-talk » entre les voies de signalisation induites par la leptine et l’insuline.

Fig 11: Les régulateurs négatifs de la signalisation induite par la leptine.

La synthèse de SOCS-3 est activée par les STAT. SOCS-3 inhibe la signalisation induite par la leptine en 
agissant au niveau de JAK, STAT et ObRb. PTP1B est un inhibiteur de JAK2 et des IRS; c’est un élément 
majeur du « cross-talk » entre les voies de signalisation induites par la leptine et l’insuline.

 

 

IV.7. Autres voies de signalisation induites par la leptine. 

 La leptine peut activer la « 5’-AMP-Activated Protein Kinase » (AMPK), une enzyme 

clé dans le contrôle du métabolisme cellulaire  qui stimule nottament l’oxydation des acides 

gras et l’entrée de glucose dans la cellule (Minokoshi Y et al. 2002; Hardie DG et al. 2003; 

Unger RH 2003). L’AMPK joue également un rôle important dans le contrôle de la prise 

alimentaire au niveau hypothalamique (Minokoshi Y et al. 2004).  

 D’autre part, la leptine participe également à la régulation du système de l’oxide 

nitrique (NO) en augmentant sa production et sa libération, en particulier au niveau des 

cellules endothéliales (Kimura K et al. 2000). Par ce mécanisme, la leptine pourrait participer 

au contrôle de la pression artérielle bien que la réalité de ce phénomène in vivo soit encore 

discutée. 
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- Les voies de signalisation induites par la leptine - 

 
 
- En absence de leptine, ObRb et ObRs sont présents au niveau de la membrane 
plasmique sous la forme de monomères ou d’homodimères. La fixation de la leptine sur 
ObR (complexe tétramérique 2(ObR-Ob)) entraîne l’activation de la protéine JAK2 qui 
est constitutivement associée à ObR. JAK2 active en retour ObR en le phosphorylant au 
niveau de plusieurs résidus tyrosines. 
 
- ObRb est la seule isoforme permettant l’activation de la voie STAT. La leptine, induit 
via ObRb l’activation de la protéine STAT3 principalement, par laquelle elle engendre 
la majorité de ses effets sur la balance énergétique. 
 
- La voie MAPK est activée par ObRb et plus faiblement par ObRs en réponse à la 
leptine, ceci par l’intermédiaire du domaine intracellulaire du récepteur ou via JAK2. 
Cette voie de signalisation, impliquée dans l’homéostasie énergétique cellulaire, stimule 
la production et freine la consommation d’énergie. Elle est également impliquée dans les 
processus de prolifération et de différenciation, ainsi que dans les phénomènes de stress 
cellulaire.  
 
- ObRb et ObRs activent la voie IRS/PI3K en réponse à la leptine. Cette voie de 
signalisation est primordiale dans la médiation des effets anorexigènes de la leptine au 
niveau central. Elle est également impliquée dans les processus de prolifération et 
d’apoptose, ainsi que dans la régulation du métabolisme cellulaire. 
 
- La leptine active également la voie de signalisation AMPK impliquée notamment dans 
le métabolisme cellulaire. La leptine participe également à la régulation du système de 
l’oxide nitrique (NO).  
 
- Les protéines SOCS-3 et PTP1B sont des régulateurs négatifs des voies de signalisation 
induites par la leptine. Les protéines SOCS sont exprimées suite à l’activation de la voie 
STAT et inhibent en réponse l’activation des protéines STAT et JAK et ainsi inhiber 
également les voies de signalisation MAPK et PI3K. La protéine PTP1B inhibe les 
protéines JAK2 et IRS. 
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CHAPITRE 2 : Internalisation de la leptine et de son 

récepteur. 
 

 L’action d’une hormone sur ses tissus-cibles est dépendante du nombre de ses 

récepteurs localisés à la surface cellulaire (sauf évidemment dans le cas des récepteurs 

nucléaires, que nous excluerons de ce chapitre). Ce nombre est le résultat d’une balance fine 

entre synthèse, adressage membranaire, recyclage et endocytose des récepteurs. L’endocytose 

est le mécanisme moléculaire de formation de vésicules au niveau de la membrane plasmique 

permettant l’internalisation des récepteurs. 

 Les rôles du processus d’internalisation sont variés : l’apport de nutriments à 

l’intérieur de la cellule, la régulation du nombre de protéines membranaires et la régulation de 

la signalisation induite par les hormones et autres ligands extracellulaires. Les récepteurs 

hormonaux peuvent être internalisés via différentes voies d’endocytose dont les principales 

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

 

Fig 12: Les différentes voies d’endocytose.

Ce schéma représente les voies d’endocytose d’un RCPG mais il reste valable pour les autres types de 
récepteurs. Les deux voies principales d’endocytose des récepteurs sont la voies des cavéoles et la voie 
dépendante de la clathrine. Il existe également une autre voie d’endocytose, dépendante ou non de la 
dynamine, dont la mécanistique est encore mal définie à l’heure actuelle. D’après Gaborik Z et al., 2004.

Fig 12: Les différentes voies d’endocytose.

Ce schéma représente les voies d’endocytose d’un RCPG mais il reste valable pour les autres types de 
récepteurs. Les deux voies principales d’endocytose des récepteurs sont la voies des cavéoles et la voie 
dépendante de la clathrine. Il existe également une autre voie d’endocytose, dépendante ou non de la 
dynamine, dont la mécanistique est encore mal définie à l’heure actuelle. D’après Gaborik Z et al., 2004.  

 

 Dans ce chapitre nous nous consacrerons à l’étude de l’internalisation des récepteurs 

hormonaux membranaires, via ces deux voies d’endocytose, en nous focalisant sur le 

récepteur de la leptine. Après avoir décrit la mécanistique du processus d’endocytose, nous 
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nous intéresserons plus particulièrement à la relation entre l’internalisation du récepteur et 

l’activation des voies de transduction du signal sous-jacentes. 

 

I. Internalisation par la voie dépendante de la clathrine. 

 La voie d’endocytose dépendante de la clathrine est considérée comme le principal 

processus d’internalisation des récepteurs hormonaux membranaires. Il existe différents types 

d’internalisation par cette voie : l’endocytose compensatoire (dans le cas des synapses), 

l’endocytose induite par le ligand et l’endocytose constitutive (internalisation du récepteur 

indépendamment de son ligand). Néanmoins, dans tous les cas, le mécanisme d’endocytose 

est identique et nécessite la même machinerie protéique. 

 

I.1. Les composants des vésicules à clathrine. 

 La clathrine est l’un des constituants principaux des puits recouverts de clathrine (CCP 

pour « clathrin-coated pits »), structures membranaires spécialisées où sont généralement 

concentrés les récepteurs hormonaux membranaires. Les CCP sont également composés 

d’autres protéines comme le complexe AP-2 et la dynamine. L’ensemble de ces acteurs 

protéiques va permettre l’invagination de la membrane plasmique au niveau des CCP et la 

formation d’une vésicule à clathrine (CCV pour « clathrin-coated vesicles »).   

 

I.1.a. La clathrine. 

 La clathrine a été caractérisée à la fin des années 70 (Pearse BMF 1976). C’est une 

protéine de grande taille, constituée de trois chaînes lourdes (180 kDa) associées par leur 

domaine carboxy-terminal et de trois chaînes légères (20-40 kDa) reliées aux chaînes lourdes 

(Figure 13). Les molécules de clathrine s’assemblent entre elles en une structure appelée 

triskèle (ou triskelion) sous forme de polygones observables en microscopie électronique 

(Kirchhausen T 2000) (Figure 13). Cet assemblage particulier forme un véritable squelette 

autour des CPP et CCV, permettant la déstructuration locale de la membrane plasmique et la 

formation des vésicules. En plus de ce rôle d’échafaudage, la clathrine participe également à 

l’organisation au niveau de la membrane plasmique des autres protéines impliquées dans le 

processus d’internalisation, ceci par l’intermédiaire de la Boîte Clathrine localisée au niveau 

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

A. Représentation schématique de la clathrine avec les chaînes légères, lourdes et la Boîte clathrine. B. 
Organisation en triskèles des molécules de clathrine. C. Observation en microscopie électronique des CCV 
au niveau de la membrane plasmique. D’après KirchhausenT, 2000 et Brodin L et al., 2000.

Fig 13: Structure des vésicules à clathrine (CCV).

A. Représentation schématique de la clathrine avec les chaînes légères, lourdes et la Boîte clathrine. B. 
Organisation en triskèles des molécules de clathrine. C. Observation en microscopie électronique des CCV 
au niveau de la membrane plasmique. D’après KirchhausenT, 2000 et Brodin L et al., 2000.

 

 

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

 Le complexe AP-2 est composé de deux chaînes lourdes, α et β2 adaptines, et de deux 

chaînes légères associées en structure de « tête de Mickey » (Kirchhausen T 1999). Les 

complexes AP-2 sont des adaptateurs permettant le lien entre les composants de la membrane 

plasmique, les récepteurs et la clathrine. Ces protéines stimulent la formation des triskèles de 

clathrine au niveau de la membrane plasmique qui, selon le modèle proposé, forment une 

enveloppe autour de ces adaptateurs.  

Les complexes AP-2 jouent un rôle  primordial dans la reconnaissance des récepteurs 

et leur concentration au niveau des CCP, ainsi que dans le processus d’internalisation (Figure 

14 et 16). Il existe dans le domaine intracellulaire des récepteurs hormonaux des motifs 

consensus spécifiques d’internalisation. Deux grandes classes ont été décrites : les motifs 

NPxY présents dans la famille du récepteur des LDL et les motifs YxxΦ (Φ : résidu 

hydrophobe). Les récepteurs possédant le motif YxxΦ interagissent directement avec les 

complexes AP-2. Les autres récepteurs interagissent avec cette protéine via des protéines 

intermédiaires comme la β-arrestine dans le cas des RCPG, et Disabled-2 (Dab-2) dans 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 en « tête de Mickey ». Cet adaptateur interagit 
directement avec le récepteur via son le motif peptidique YxxΦ ou indirectement via la β-arrestine. Il 
interagit également avec de nombreuses protéines auxiliaires permettant entre autres de stabiliser les 
vésicules d’endocytose en formation.

Fig 14: Structure du complexe AP-2.

Le complexe AP-2 est caractérisé par une structure en « tête de Mickey ». Cet adaptateur interagit 
directement avec le récepteur via son le motif peptidique YxxΦ ou indirectement via la β-arrestine. Il 
interagit également avec de nombreuses protéines auxiliaires permettant entre autres de stabiliser les 
vésicules d’endocytose en formation.  

 

I.1.c. Les dynamines. 

 Les dynamines sont des GTPases impliquées dans la formation des vésicules 

d’endocytose et dans les phénomènes de fission membranaire (Hinshaw JE 2000). Les 

molécules de dynamine s’assemblent entre elles en spirales au niveau du cou de la vésicule en 

formation, agissant comme de véritables anneaux de constriction (Figure 15). Elles permettent 

la séparation entre la vésicule d’endocytose en cours de formation et la membrane plasmique. 

 

Fig 15: Observation d’une vésicule d’endocytose CCV en formation.

Les molécules de dynamine s’organisent en spirale agissant comme des anneaux de constriction et 
permettant la formation des CVV. D’après Hinshaw JE et al., 2000.

Fig 15: Observation d’une vésicule d’endocytose CCV en formation.

Les molécules de dynamine s’organisent en spirale agissant comme des anneaux de constriction et 
permettant la formation des CVV. D’après Hinshaw JE et al., 2000.  

 

 La famille des dynamines compte trois membres (Dyn I, II, III), mais seule la dynamine II est 

exprimée de façon ubiquitaire. Bien que les fonctions distinctes de ces trois protéines soient 

encore mal appréciées, de nombreux résultats montrent que la dynamine I est impliquée dans 
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le processus d’internalisation dépendant de la clathrine. De plus, la surexpression par 

transfection d’un mutant de la dynamine I (Dyn K44A) entraîne une accumulation des CCP 

au niveau de la membrane plasmique (Damke H et al. 1994). Nous avons utilisé ce mutant de 

la dynamine I au cours de cette thèse afin d’inhiber l’internalisation du récepteur de la leptine.  

 

I.1.d. Les protéines auxiliaires. 

 Chronologiquement, la clathrine, le complexe AP-2 et la dynamine ont été décrits en 

premier. Même si leur importance dans le processus d’endocytose est primordiale, d’autres 

acteurs protéiques ont depuis été découverts. Ceux-ci interagissent avec les protéines 

précédemment décrites, favorisant leurs interactions, leur activation ou leur recrutement au 

niveau de la membrane plasmique. Elles permettent également de connecter les CCP et CCV 

aux différents éléments du cytosquelette et en particulier aux microfilaments d’actine.  

 

I.2. La formation des vésicules à clathrine et leur devenir. 

 L’endocytose des récepteurs se produit au niveau de sites spécialisés de la membrane 

plasmique, les radeaux lipidiques (« lipid rafts »), caractérisés par une composition lipidique 

particulière, interconnectés avec le cytosquelette d’actine et riches en protéines membranaires 

(Gaidarov I et al. 1999). Les récepteurs hormonaux sont internalisés à partir de CCP pré-

existants (Scott MGH et al. 2002). Généralement, seule une partie du pool de récepteurs est 

localisée dans les CCP préformés ou en cours de formation. L’assemblage du complexe 

hormone/récepteur  peut induire la concentration des récepteurs au niveau des CCP. 

 

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

 Le recrutement du complexe AP-2 au niveau de la membrane plasmique constitue la 

première étape de la formation des CCP (Figure 16). Il dépend principalement des interactions 

avec les phosphoinositides membranaires (Gaidarov I et Keen JH 1999) et les protéines 

membranaires comme la synaptotagmine dans le cas des synapses (Zhang JZ et al. 1994).  

 Les molécules de clathrine sont ensuite recrutées à la membrane par l’intermédiaire du 

complexe AP-2. L’organisation en triskèles permet l’invagination de la membrane plasmique 

et la formation des CCP (Figure 16). Cette association structurale des molécules de clathrine 

est dépendante de protéines auxiliaires régulant la stabilité et la taille des CCP. 
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 La dynamine et les protéines auxiliaires associées se fixent ensuite à la base des CCP, 

provoquant une réaction de fission et permettant le détachement des CCP de la membrane 

plasmique et la formation des CCV (Figure 16). 

 

Fission

Figure 16: La formation des CCP et CCV.

Les protéines adaptatrices AP-2 sont adressées à la membrane plasmique. Les triskèles de clathrine sont 
ensuite recrutées à la membrane plasmique par l’intermédiaire du complexe AP-2, provoquant la 
déformation de la membrane plasmique et la formation des CCP. La dynamine et les protéines auxiliaires 
associées se fixent à la base des CCP et induisent la fission membranaire conduisant à la formation des 
CCV. Les CCV sont ensuite démantelées et les vésicules d’endocytose « libres » sont adressées aux 
« sorting endosomes ».  D’après Kirchhausen, 2000.

Fission

Figure 16: La formation des CCP et CCV.

Les protéines adaptatrices AP-2 sont adressées à la membrane plasmique. Les triskèles de clathrine sont 
ensuite recrutées à la membrane plasmique par l’intermédiaire du complexe AP-2, provoquant la 
déformation de la membrane plasmique et la formation des CCP. La dynamine et les protéines auxiliaires 
associées se fixent à la base des CCP et induisent la fission membranaire conduisant à la formation des 
CCV. Les CCV sont ensuite démantelées et les vésicules d’endocytose « libres » sont adressées aux 
« sorting endosomes ».  D’après Kirchhausen, 2000.

 

 

I.2.b. Devenir des CCV et des récepteurs internalisés. 

Les « sorting endosomes ». 

 Les CCV une fois séparées de la membrane plasmique sont rapidement démantelées 

(perte du manteau de clathrine, complexe AP-2, dynamine et protéines auxiliaires) (Figure 

16). Ces vésicules « libres » fusionnent alors avec des compartiments membranaires 

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

appelés  « early sorting endosomes » (Maxfield F et McGraw T 2004) (Figure 17). Les 

« sorting endosomes » reçoivent des vésicules provenant de l’internalisation dépendante et 

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

intraluminal de ce compartiment est acide (pH=6) provoquant la séparation du complexe 

hormone/récepteur mais semble-t-il seulement en partie (voir paragraphe IV.2 de ce chapitre). 

Les récepteurs sont alors recyclés vers la membrane plasmique 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 ». Les récepteurs internalisés sont alors adressés aux 
« late endosomes » et dégradés dans les lysosomes, ou adressés aux « recycling endosomes » et recyclés vers 
la membrane plasmique. Les récepteurs internalisés peuvent également être recyclés vers la membrane 
plasmique directement à partir des « sorting endosomes ». D’après Gaboriket al., 2004.

β-arrestin

Plasma membrane

Fig 17: Devenir des CCV et des récepteurs internalisés.

Les CCV fusionnent avec les « sorting endosomes ». Les récepteurs internalisés sont alors adressés aux 
« late endosomes » et dégradés dans les lysosomes, ou adressés aux « recycling endosomes » et recyclés vers 
la membrane plasmique. Les récepteurs internalisés peuvent également être recyclés vers la membrane 
plasmique directement à partir des « sorting endosomes ». D’après Gaboriket al., 2004.
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Le recyclage. 

 Le recyclage vers la membrane plasmique ne concerne pas tous les récepteurs 

internalisés. Au sein d’une même famille de récepteur, certains membres peuvent être 

recyclés et d’autres non. Il existe deux voies de recyclage, une dite « rapide » et une autre dite 

« lente ». La voie  rapide correspond à un recyclage des récepteurs directement à partir des 

« sorting endosomes ». La voie lente correspond à un transfert des récepteurs des « sorting 

endosomes » vers les « recycling endosomes » à partir desquels ils sont adressés à la 

membrane plasmique. Les « recycling endosomes » sont des structures tubulaires localisées à 

proximité du noyau et dont le pH interne est moins acide que celui des « sorting endosomes » 

(Gaborik Z et Hunyady L 2004). Un même récepteur peut suivre parallèlement ces 2 voies de 

recyclage. 

 

La dégradation. 

 Les « sorting endosomes » sont caractérisés par une structure tubulo-vésiculaire. 

Durant leur maturation, ils perdent progressivement leurs extensions tubulaires et le cœur des 

« sorting endosomes » migre alors vers l’intérieur de la cellule grâce aux microtubules, tout 
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en devenant de plus en plus acide. A ce stade, ils sont appelés endosomes tardifs (« late 

endosomes ») ou « multivesicular body » (MVB). Les récepteurs destinés à la dégradation 

sont accumulés dans le(s) MVB qui fusionne(nt) par la suite avec les lysosomes, où ils sont 

alors hydrolysés par les enzymes lysosomales.  

 

I.2.c. Le rôle des protéines Rab. 

 La famille des protéines Rab est composée d’un grand nombre de membres (11 chez la 

levure et plus de 60 chez les mammifères (Grosshans BL et al. 2006)). Ces protéines sont de 

petites GTPases impliquées dans l’adressage des CCV, dans les échanges de vésicules entre 

les différents types d’endosomes et dans les phénomènes de fusion membranaire (Rosenfeld J 

et al. 2002) (Figure 18). Ce sont également d’excellents marqueurs cellulaires des endosomes 

car ceux-ci sont caractérisés par une combinaison particulière de protéines Rab. L’utilisation 

de mutants des protéines Rab dans les années 90 a permis une avancée spectaculaire dans la 

compréhension du processus d’internalisation.  

 

Fig 18: Les protéines Rab impliquées dans l’adressage des vésicules d’endocytose et les échanges de 
vésicules entre les différents endosomes. 

EE: early endosomes. RE: recycling endosomes. ER: reticulum endoplasmique. TGN: Trans Golgi Network. 
LE: late endosomes. MVB: Multivesicular body. L: lysosomes. D’après Gaboriket al., 2004.

Fig 18: Les protéines Rab impliquées dans l’adressage des vésicules d’endocytose et les échanges de 
vésicules entre les différents endosomes. 

EE: early endosomes. RE: recycling endosomes. ER: reticulum endoplasmique. TGN: Trans Golgi Network. 
LE: late endosomes. MVB: Multivesicular body. L: lysosomes. D’après Gaboriket al., 2004.

 

 
 Rab5 par exemple est localisée au niveau des CCP et des CCV et joue un rôle 

primordial dans l’adressage des CCV vers les « sorting endosomes » et dans la fusion qui 

s’ensuit. Rab4 est caractéristique des vésicules de recyclage issues directement des « sorting 

endosomes », tandis que Rab17 est un marqueur des vésicules de recyclage issues des 
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« recycling endosomes ». Rab7 est caractéristique des MVB et participe à leur fusion avec le 

compartiment lysosomal (Figure 18).  

 

 
- Formation et devenir des CCV (et des récepteurs internalisés) - 

 
- Les récepteurs hormonaux sont internalisés à partir de structures membranaires 
spécialisées, les puits recouverts de clathrine (CCP). Les CCP sont principalement 
composés d’oligomères de clathrine, organisés en triskèles permettant la déformation 
de la membrane plasmique, et des complexes AP-2 permettant entre autres la 
stabilisation des triskèles de clathrine. Ces deux protéines permettent également le 
recrutement de protéines auxiliaires indispensables au processus d’endocytose. 
 
- L’invagination progressive des CCP conduit à la formation des vésicules à clathrine 
(CCV) grâce notamment à la dynamine, une GTPase interagissant avec la base de la 
vésicule en formation et permettant son détachement de la membrane plasmique en 
participant au phénomène de fission membranaire. 
 
- Une fois formées, les CCV perdent leur manteau de clathrine et fusionnent avec les 
« sorting endosomes », un compartiment intracellulaire localisé à proximité de la 
membrane plasmique et caractérisé par un pH interne acide provoquant la 
dissociation du complexe hormone/récepteur.  
 
- Les récepteurs localisés au niveau des « sorting endosomes » peuvent alors être 
recyclés vers la membrane plasmique ou dégradés. Le recyclage des récepteurs 
s’effectue directement à partir des « sorting endosomes » ou via les « recycling 
endosomes ». La dégradation des récepteurs est associée à la maturation des 
« sorting endosomes » en « late endosomes » qui fusionnent par la suite avec les 
lysosomes. 
 
- Les protéines Rab, de petites GTPases impliquées dans les phénomènes de fusion 
membranaire, participent à l’adressage des CCV et aux échanges de vésicules entre 
les différents types d’endosomes. Ce sont des éléments clés des différentes étapes du 
processus d’internalisation. 
 

  

 

II. Internalisation via la voie des cavéoles. 

 Les cavéoles sont de petites vésicules de 50 à 80 nm de diamètre identifiées pour la 

première fois en microscopie électronique dans les années 50 par l’équipe de Georges Palade 

(Figure 19). Ces structures lipidiques localisées au niveau de la membrane plasmique sont 

particulièrement riches en cholestérol  et glycosphingolipides. Elles sont retrouvées dans 

l’ensemble des cellules de l’organisme, à l’exception des lymphocytes et neuroblastes, et sont 

particulièrement nombreuses dans les cellules endothéliales. 
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Fig 19: Les cavéoles observées par microscopie électronique.

Les cellules observées sont des fibroblastes. D’après Shaul PW et al., 1998.

0.2µm 0.1µm

Fig 19: Les cavéoles observées par microscopie électronique.

Les cellules observées sont des fibroblastes. D’après Shaul PW et al., 1998.
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 Même si l’existence des cavéoles est connue depuis plus de 50 ans, leurs fonctions et 

la mécanistique de leur formation sont encore mal définies. Elles sont impliquées dans le 

processus de transcytose (transport à travers une cellule) dans les cellules endothéliales. Leur 

capacité  d’endocytose est moins bien décrite que dans le cas de la clathrine, bien que des 

récepteurs et de nombreuses molécules de signalisation soient présents à leur niveau. 

 

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

 Les cavéoles possèdent un manteau strié sur leur face cytoplasmique (côté externe) 

(Figure 19). Ce manteau est composé de protéines membranaires dont la cavéoline (Rothberg 

KG et al. 1992). A l’heure actuelle, quatre isoformes de cavéoline ont été décrites chez  les 

mammifères (1α, 1β, 2, 3). Les cavéolines 1 et 2 sont exprimées de façon ubiquitaire tandis 

que la cavéoline 3 est principalement exprimée dans les cellules musculaires. 

 La cavéoline 1 est la plus importante d’un point de vue fonctionnel, la cavéoline 2 ne 

semblant tenir qu’un rôle de co-activateur de la cavéoline 1. Au niveau des cavéoles, la 

cavéoline 1 est la plus représentée et possède de nombreux motifs d’interaction avec les autres 

constituants protéiques et lipidiques des cavéoles. La structure des cavéoles est le résultat 

d’une étroite collaboration entre les molécules de cholestérol membranaires et les cavéolines, 

le cholestérol interagissant avec les oligomères de cavéolines afin de les stabiliser (Li S et al. 

1996; Uittenbogaard A et al. 1998).  

 Contrairement aux vésicules de clathrine, les cavéoles sont préformées au niveau de 

l’appareil de Golgi puis adressées vers la membrane plasmique (Dupree P et al. 1993).   
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II.2. Devenir des cavéoles. 

 Le processus de fission membranaire, permettant la séparation des cavéoles de la 

membrane plasmique, fait intervenir les membres de la famille dynamine et notamment Dyn-2 

(Henley JR et al. 1998). De plus chez Drosophila melanogaster, l’homologue de Dyn-1, 

shibire, participe à l’internalisation indépendante de la clathrine (Kessell I et al. 1989). La 

transfection in vitro du mutant de la dynamine-1 K44A dans des cellules de mammifères 

inhibe l’endocytose des cavéoles (Oh P et al. 1998).    

 Une fois endocytées, les cavéoles pénètrent dans le cytoplasme le long des 

microtubules et fusionnent avec le cavéosome, un compartiment membranaire localisé en 

périphérie des cellules (Pelkmans L et al. 2001). Ce compartiment intracellulaire possède un 

pH interne neutre, si bien que les éléments internalisés via la voie des cavéoles ne sont pas 

dégradés. La voie empruntée ensuite par les éléments internalisés et accumulés au niveau 

du/des cavéosome(s) est pour l’instant mal définie. Des vésicules sont émises à partir du 

cavéosome vers d’autres compartiments intracellulaires comme le réticulum endoplasmique, 

les mitochondries, le noyau… Il existerait également une relation vésiculaire entre les 

cavéosomes et les endosomes de la voie dépendante de la clathrine (Katzmann D et al. 2002). 

 

II.3. Rôles du système cavéolaire d’endocytose. 

 Dans la plupart des cellules, à l’état basal, le système cavéolaire est très peu 

dynamique (Thomsen P et al. 2002). L’endocytose via les cavéoles est activée par 

stimulation. Les cavéoles sont également le principal système de pénétration dans les cellules 

des virus (cas du SV40 par exemple) et de certaines toxines bactériennes (Pelkmans L et al. 

2001). 

 Le rôle des cavéoles dans l’internalisation des récepteurs hormonaux reste à l’heure 

actuelle mal défini. De nombreux récepteurs sont localisés dans les cavéoles ; c’est le cas par 

exemple des récepteurs des cytokines TGFβ, INFγ et GH (Sadir R et al. 2001; Di Guglielmo 

GM et al. 2003). La surexpression de cavéoline 1, dans un modèle de cellules CHO 

transfectées avec GH-R, augmente significativement l’internalisation de la GH (Lobie PE et 

al. 1999). Dans ce cas particulier, l’internalisation via les cavéoles permet l’apport de GH 

extracellulaire et de son récepteur, tous deux non dégradés, à des compartiments 

intracellulaires, et notamment au noyau dans lequel la GH extracellulaire est accumulée 

(Lobie PE et al. 1994; Perret-Vivancos C et al. 2006). L’importance potentielle de 
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l’internalisation via les cavéoles dans la fonction biologique d’autres cytokines comme la 

leptine reste donc d’actualité. 

 

 
- Internalisation des récepteurs hormonaux par les voies des cavéoles - 

 
- Les cavéoles sont de petites invaginations de la membrane plasmique composées 
principalement de cavéoline, une protéine permettant la stabilisation de ces 
structures, l’interaction avec les protéines auxiliaires impliquées dans le processus 
d’endocytose et les composants lipidiques (notamment le cholestérol) de la 
membrane plasmique. 
 
- Comme dans le cas des CCV, le phénomène de fission membranaire permettant la 
séparation des cavéoles de la membrane plasmique est dépendant de la dynamine. 
Une fois internalisées, les cavéoles fusionnent avec le cavéosome, un compartiment 
intracellulaire de pH interne neutre n’altérant pas le complexe hormone-récepteur.  
 
- L’internalisation des récepteurs hormonaux par la voie des cavéoles est encore mal 
décrite à l’heure actuelle. Cette voie d’endocytose pourrait permettre l’apport 
d’hormones biologiquement actives à des compartiments intracellulaires comme le 
noyau par exemple. 
 

 

III. Internalisation du récepteur de la leptine. 

 La grande majorité des récepteurs de cytokines est internalisée d’une manière 

dépendante du ligand, via la voie d’endocytose des vésicules de clathrine. Les récepteurs 

internalisés sont ensuite recyclés vers la membrane plasmique ou dégradés. Ces processus 

contribuent à la sensibilité des cellules aux effets d’une hormone. La leptine ne fait pas 

exception et son action biologique est fortement dépendante de l’internalisation de ObR au 

niveau de ses cellules cibles. Cependant, malgré l’importance physiologique de la leptine, 

relativement peu d’études ont été réalisées dans ce domaine. Au commencement de cette 

thèse, seuls deux articles importants avaient été publiés, ouvrant un large champ d’étude (Barr 

VA  et al. 1999; Uotani S et al. 1999). Depuis, de nouvelles données ont été publiées par 

l’équipe de Rouillé, permettant une meilleure compréhension du processus d’internalisation 

de ObR mais soulevant également de nombreuses interrogations (Belouzard S et al. 2004). 
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III.1. La cinétique d’internalisation et d’adressage à la membrane 

plasmique de ObR. 

 L’ensemble des données publiées rapporte que ObR est internalisé par la voie 

d’endocytose dépendante de la clathrine. Ainsi, l’utilisation d’un milieu hypertonique 

(sucrose 0,5 M) empêchant l’invagination totale des CCP, inhibe l’internalisation de leptine 

radio-marquée in vitro (Carpentier J et al. 1989; Uotani S et al. 1999). L’internalisation des 

différentes isoformes du récepteur de la leptine via la voie des cavéoles n’a pas été étudiée 

pour l’instant. 

 Concernant la cinétique d’internalisation de la leptine et de son récepteur, il existe des 

divergences selon les différentes isoformes d’ObR, les modèles cellulaires et les protocoles 

expérimentaux utilisés. Ainsi, dans un modèle de cellules CHO transfectées avec ObR, la 

cinétique d’internalisation est identique pour les isoformes ObRa et ObRb, avec environ 10% 

de la leptine radio-marquée, initialement fixée à la surface cellulaire, internalisée en 15 

minutes (Uotani S et al. 1999). Dans un modèle de cellules HeLa transfectées, ObRa et ObRb 

s’internalisent tous deux à la même vitesse, avec 20% de leptine internalisée en 10 minutes 

(Belouzard S et al. 2004). Dans un modèle de cellules COS-7 transfectées avec ObR, 15% de 

la leptine est internalisée en 20 minutes via ObRa, contre 25% via ObRb (Barr VA et al. 

1999). Malgré ces différences, il faut noter que l’internalisation de la leptine in vitro via ObRa 

ou ObRb, est légèrement plus lente que d’autres cytokines comme la GH, l’IL-6 et la 

prolactine (Dittrich E et al. 1994; Genty N et al. 1994; Allevato G et al. 1995).  

 Dans les cellules HeLa transfectées avec ObR, les récepteurs ObRa néosynthétisés 

atteignent la membrane plasmique en 30 minutes. Le d’ObRa néosynthétisés localisés à la 

surface cellulaire est maximal à 1 heure puis diminue. ObRb est adressé à la membrane 

plasmique plus rapidement, avec un nombre de récepteurs néosynthétisés localisés à la 

membrane plasmique supérieur et maximal à 30 minutes (Belouzard S et al. 2004).   

 

III.2. Les signaux d’internalisation. 

 Par analyse de séquence, aucun signal d’internalisation classique (motifs dileucine 

DXXLL, ou tyrosine NPxY et YxxΦ (Bonifacino JS et Traub LM 2003)) n’a été découvert 

dans le domaine cytoplasmique du récepteur de la leptine (Uotani S et al. 1999; Belouzard S 

et al. 2004). L’étude de mutants par délétion de ObRa et ObRb a permis d’identifier la zone 

localisée entre les acides aminés 8 et 29 du domaine cytoplasmique comme importante (mais 

pas indispensable) pour l’internalisation de ObR (Uotani S et al. 1999). Ces données 
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suggèrent que le récepteur de la leptine possède un nouveau motif d’internalisation encore 

non identifié.  

 La mutation de la boîte 1 du récepteur de la leptine (le site d’interaction de JAK2) ne 

modifie pas sa cinétique d’internalisation, suggérant que son activation par la leptine n’est pas 

nécessaire pour son internalisation (Uotani S et al. 1999). Dans certains cas, l’ubiquitynation 

des récepteurs à la membrane plasmique peut être considérée comme un de motif 

d’internalisation à part entière (Bonifacino JS et Traub LM 2003). Dans le cas du récepteur de 

la leptine, les isoformes ObRa et ObRb sont ubiquitynées au niveau de leur queue 

cytoplasmique, mais concernant le processus d’internalisation, cette ubiquitylation n’est 

nécessaire que dans le cas de l’isoforme ObRa (Belouzard S et Rouille Y 2006). 

 

III.3. Le mode d’internalisation de ObR. 

 En 2004, l’équipe de Rouillé a montré pour la première fois, dans un modèle de 

cellules HeLa transfectées, que l’internalisation de ObRa et ObRb est constitutive, c'est-à-dire 

que les récepteurs ObRa et ObRb localisés au niveau de la membrane plasmique peuvent être 

internalisés en absence de leptine (Belouzard S et al. 2004). De plus, cette internalisation 

semble totalement indépendante de la leptine, puisque la présence ou l’absence de leptine ne  

modifie pas la vitesse d’internalisation de ObRa et ObRb (Belouzard S et al. 2004).  

 Ce résultat est surprenant car il est très rare qu’un récepteur de cytokines soit 

internalisé de manière totalement constitutive, sans influence du ligand. De plus les 

précédentes études réalisées n’avaient pas mises en évidence un tel mécanisme. Au contraire, 

l’équipe de Flier a montré que le nombre de récepteurs ObRa et ObRb localisés à la surface 

cellulaire diminue suite à une stimulation par la leptine (Uotani S et al. 1999). La réalité de ce 

processus d’internalisation constitutive sera discutée dans la partie résultats-discussion en 

intégrant nos propres résultats. 

 

III.4. Recyclage et dégradation. 

 Une fois internalisé via la voie dépendante de la clathrine, le récepteur de la leptine 

peut potentiellement être dégradé ou recyclé vers la membrane plasmique. L’ensemble des 

données publiées montre que ObR et son ligand sont dégradés dans le compartiment 

lysosomal (Barr VA et al. 1999; Uotani S et al. 1999; Belouzard S et al. 2004). In vitro, dans 

un modèle de cellules CHO transfectées, ObRa induit une dégradation de la leptine supérieure 

à ObRb, malgré une cinétique d’internalisation de ces deux isoformes identique dans ce 
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modèle expérimental (Uotani S et al. 1999). Cependant, dans un modèle de cellules COS-7 

transfectées, ObRb est plus rapidement transporté dans les lysosomes (Barr VA et al. 1999).  

 Les études de co-localisation avec les protéines Rab spécifiques des vésicules de 

recyclage et des « recycling endosomes », n’ont pas permis de mettre en évidence un 

processus de recyclage de ObR (Barr VA et al. 1999; Belouzard S et al. 2004). Ces résultats 

suggèrent que la grande majorité des récepteurs de la leptine localisés au niveau de la 

membrane plasmique provient de récepteurs néosynthétisés. 

 

III.5. Localisation intracellulaire de ObR. 

 In vitro, dans les différents modèles cellulaires, ObRa et ObRb sont localisés 

principalement au niveau de l’appareil de Golgi et du « Trans Golgi Network » (Golgi / TGN, 

en présence ou absence de leptine (Barr VA et al. 1999; Belouzard S et al. 2004). De la même 

manière, in vivo, ObRb est localisé principalement au niveau de l’appareil de Golgi des corps 

cellulaires des neurones hypothalamiques (Diano S et al. 1998; Baskin DG et al. 1999).  

 Ces pools intracellulaires de ObR correspondent principalement à une accumulation de 

récepteurs néosynthétisés. En effet, dans les cellules COS-7 transfectées, seuls 25% des 

récepteurs ObRa ou ObRb synthétisés sont adressés à la membrane plasmique, les autres étant 

dégradés (Barr VA et al. 1999). Dans les cellules HeLa, ce chiffre est d’environ 50% 

(Belouzard S et al. 2004). C’est le domaine transmembranaire de ObR qui est impliqué dans 

son adressage vers la membrane plasmique et son accumulation intracellulaire. Une mutation 

de ce domaine peut entraîner une augmentation du transport de ObR vers la surface cellulaire 

(Belouzard S et al. 2004). 

 L’accumulation au niveau du Golgi peut correspondre à des récepteurs présentant des 

défauts (Lodish HF 1988). Dans le cas de ObR, cela ne semble pas être le cas, la leptine se 

liant de la même façon aux récepteurs localisés au niveau de la membrane plasmique et des 

pools intracellulaires (Barr VA et al. 1999). In vitro, une partie des récepteurs accumulés au 

niveau du Golgi / TGN est dégradée par les lysosomes avant d’atteindre la membrane 

plasmique (Belouzard S et al. 2004). Ce phénomène pourrait participer au mécanisme de 

contrôle qualité post-RE, permettant de dégrader les protéines présentant des défauts, et à la 

régulation du nombre de ObR localisés à la surface cellulaire (Fayadat L et Kopito RR 2003). 
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- Internalisation de ObR - 

 
- Les isoformes ObRa et ObRb du récepteur de la leptine sont internalisées par la voie 
d’endocytose dépendante de la clathrine, avec une cinétique d’internalisation 
relativement lente comparée à celle d’autres récepteurs de cytokine. Aucun signal 
d’internalisation caractéristique de ce type d’endocytose n’a cependant été découvert 
dans le domaine intracellulaire du récepteur.  
 
- L’internalisation de ObR est constitutive et semble totalement indépendante de son 
interaction avec la leptine. Cependant, la stimulation par la leptine induit une baisse du 
nombre de ObR localisés à la surface cellulaire. 
 
- ObR ne semble pas être recyclé vers la membrane plasmique suite à son 
internalisation, mais dégradé dans le compartiment lysosomal. Ainsi, les ObR localisés à 
la surface cellulaire correspondent à des récepteurs néosynthétisés. 
 
- En présence ou absence de leptine, ObR est principalement localisé au niveau du 
Golgi/TGN. Ces pools intracellulaires correspondent à une accumulation / rétention de 
récepteurs néosynthétisés. Seule une partie des récepteurs ObRa et ObRb synthétisés est 
adressée à la membrane plasmique, l’autre étant dégradée. Ce mécanisme de rétention 
pourrait correspondre au contrôle de qualité post-RE et participe à la régulation du 
nombre de ObR localisés à la surface cellulaire. 
 

 

IV. Internalisation et signalisation.  

 Initialement, l’internalisation était considérée comme un processus de terminaison de 

la signalisation induite par une hormone, en diminuant le nombre de récepteurs localisés au 

niveau de la membrane plasmique et en stimulant la dégradation de ces récepteurs. Cependant 

depuis quelques années, les données scientifiques collectées par différents laboratoires 

montrent que le processus d’endocytose participe également à la propagation des signaux 

intracellulaires. Il existe en effet une étroite relation entre l’internalisation des récepteurs et 

l’établissement des différentes voies de signalisation. Cette relation est bidirectionnelle, et des 

acteurs des voies de transduction du signal participent également à la régulation du processus 

d’internalisation. Cependant, nous nous intéresserons ici principalement à l’effet de 

l’internalisation sur la transduction du signal. 

 La majorité des études menées dans ce domaine a été réalisée dans le cadre des 

récepteurs à Tyrosine Kinase (RTK) et les récepteurs à 7 domaines transmembranaires 

couplés aux protéines G (RCPG). Malheureusement peu d’études jusqu’à présent se sont 

focalisées sur la famille des récepteurs de cytokines. Il est important de préciser que la 

relation entre internalisation et signalisation est variable pour chaque récepteur (même au sein 
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de la même classe) et est fonction du modèle cellulaire d’étude. Ainsi, s’il faut considérer 

l’importance, dans le cas de chaque récepteur, de l’internalisation dans l’étude des voies de 

transduction activées en réponse à une hormone, toute généralisation est inenvisageable. 

 

IV.1. Relation entre les composants des voies de signalisation et des 

vésicules à clathrine. 

 Plusieurs protéines impliquées dans le processus biochimique d’endocytose participent 

également aux différentes voies de signalisation. Ainsi la β-arrestine, qui intervient comme 

adaptateur entre la clathrine, le complexe AP-2 et les RCPG, interagit avec certains 

composants de la voie des MAPK (Src, Raf, ERK), et participe ainsi à la régulation de cette 

voie de transduction en permettant la formation et l’organisation de complexes protéiques de 

signalisation (Miller WE et Lefkowitz RJ 2001). La dynamine joue également un rôle 

prépondérant dans l’établissement des voies de signalisation. En effet cette protéine, par son 

domaine de liaison SH3 interagit avec les protéines possédant un domaine SH3 comme les 

protéines GRB2 et SOS impliquées dans la voie de signalisation des MAPK (Gout I et al. 

1993; Baron V et al. 1998).  

 Ainsi, il faut imaginer les acteurs protéiques de l’endocytose comme un lien entre les 

récepteurs activés et certains composants des voies de signalisation, et les CCP et CCV 

comme de véritables complexes de signalisation. 

 

IV.2 Signalisation au niveau des « sorting endosomes ». 

 Initialement la communauté scientifique s’accordait à dire que l’activation des 

récepteurs hormonaux membranaires et l’établissement des voies de signalisations prenaient 

place uniquement au niveau de la membrane plasmique. Depuis une dizaine d’années, 

plusieurs données supportent l’hypothèse selon laquelle des récepteurs internalisés peuvent 

également activer des voies de signalisation. C’est la théorie des « signaling endosomes » 

(Leof EB 2000). 

 Le complexe ligand-récepteur une fois internalisé dans les CCV rejoint les « sorting 

endosomes ». Le pH acide de ces compartiments intracellulaires est responsable de la 

dissociation du complexe ligand-récepteur et donc de l’inactivation du récepteur. Cependant, 

il a été démontré, dans le cas des RTK et RCPG, que le complexe ligand-récepteur n’est pas 

totalement dissocié dans les « sorting endosomes », et que des récepteurs activés sont toujours 

présents à ce niveau (Sorkin A et al. 1993; Baass PC et al. 1995; Pitcher JA et al. 1995). 



                         Introduction bibliographique – Internalisation de la leptine et de son récepteur. 

 63 

 De nombreuses protéines impliquées dans les voies de signalisation sont également 

présentes au niveau des « sorting endosomes » (Figure 20). 

 

Fig 20: Protéines impliquées dans les voies de signalisation et localisées au niveau des « sorting 
endosomes ». D’après Sorkin A et  al., 2002.
Fig 20: Protéines impliquées dans les voies de signalisation et localisées au niveau des « sorting 
endosomes ». D’après Sorkin A et  al., 2002.

 

 

C’est le cas des protéines GRB2, SOS et Ras, impliquées dans la voie des MAPK, qui sont 

localisées à la fois au niveau de la membrane plasmique et au niveau des « sorting 

endosomes » (Jiang X et Sorkin A 2002). L’activation de Ras se produit au niveau 

membranaire, et c’est une protéine Ras active qui est internalisée en même temps que le 

récepteur. La fonction de cette localisation de Ras active au niveau des « sorting endosomes » 

n’est pas clairement définie, mais semble indispensable pour maintenir l’activité de la voie 

MAPK sur un temps prolongé. D’autres protéines impliquées dans la voie des MAPK comme 

Raf, MEK et ERK sont également localisées au niveau des « sorting endosomes » (Pol A et 

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

permettre le recrutement d’autres kinases de la voie MAPK, favorisant la formation de 
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véritables complexes de signalisation au niveau des « sorting endosomes », ceci par 

l’intermédiaire de protéines d’échafaudage encore non identifiées (Wunderlich W et al. 2001).    

 Les protéines IRS et PI3K sont également présentes au niveau des « sorting 

endosomes » (Kelly KL et Ruderman NB 1993). Cette localisation est somme toute logique 

dans le cas des IRS car ces protéines interagissent directement avec les récepteurs activés 

(dans le cas du récepteur de l’insuline en tout cas), mais plus curieuse pour PI3K car son 

substrat est localisé au niveau de la membrane plasmique. La protéine Rab5 impliquée dans la 

formation des CCV et leur adressage vers les « sorting endosomes », joue également un rôle 

dans l’activation des voies de signalisation MAPK et PI3K (Zerial M et McBride H 2001). 

 La protéine STAT3 active est également présente au niveau des « sorting 

endosomes ». Dans le cas du récepteur de l’IL-6, l’activation optimale de STAT3 est 

dépendante de son internalisation (Shah M et al. 2006). 

  

IV.3. Internalisation et activation spécifique des voies de signalisation. 

 Comme nous venons de le voir, de nombreuses protéines impliquées dans les voies de 

signalisation activées notamment par la leptine sont localisées au niveau des « sorting 

endosomes ». Mais quelle est la réalité physiologique de cette localisation et l’impact 

véritable du processus d’internalisation sur l’établissement des différentes voies de 

transduction du signal ? 

 L’internalisation des récepteurs peut permettre d’établir une spécificité supplémentaire 

dans l’activation des différentes voies de transduction du signal en transportant des complexes 

de signalisation vers des localisations intracellulaires spécifiques. En effet, les protéines ne 

sont pas localisées au hasard dans le cytosol mais organisées dans des régions spécifiques, 

cette spécificité jouant un rôle important dans la réponse cellulaire à un ligand. 

 Dans le cas de la voie des MAPK par exemple, les protéines ERK une fois activées 

subissent une translocation nucléaire où elles agissent notamment sur la prolifération et la 

différenciation cellulaires. Mais les protéines ERK actives peuvent également demeurer dans 

le cytosol où elles ont d’autres actions biologiques. Ces deux devenirs différents des protéines 

ERK activées impliquent les vésicules d’endocytose. Les protéines ERK localisées au niveau 

des endosomes, si elles restent associées avec ces vésicules une fois activées, peuvent alors 

être transportées vers des localisations subcellulaires précises via le transport vésiculaire.  

C’est le cas du récepteur RCPG PAR2, qui une fois activé et internalisé dans les « sorting 

endosomes » recrute des protéines formant un complexe multiprotéique empêchant la 
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translocation de ERK activée dans le noyau (Figure 21) (DeFea KA et al. 2000). Dans le cas 

d’autres RCPG, un tel complexe multiprotéique existe également au niveau des « sorting 

endosomes », mais ERK peut s’en séparer et être transloqué dans le noyau. 

 

Fig 21: Exemple de signalisation au niveau des endosomes: l’effet du NGF.

D’après McPherson PS et al., 2001. 

Fig 21: Exemple de signalisation au niveau des endosomes: l’effet du NGF.

D’après McPherson PS et al., 2001. 
 

 

Un autre exemple de l’influence de l’internalisation sur la spécificité des réponses 

cellulaires, est le cas de la réponse des cellules neuronales PC12 à une stimulation par le 

facteur de croissance NGF (Figure 21). Dans ce cas, le NGF induit à la fois un processus de 

survie (via PI3K et Akt) et de différenciation. En provoquant l’inhibition du processus 

d’internalisation, l’action du NGF sur la survie cellulaire est augmentée tandis que son action 

sur la différenciation est inhibée (Zhang Y-z et al. 2000). Ainsi, dans le même contexte 

cellulaire, un même ligand agissant sur un même récepteur peut induire différentes réponses 

biologiques, selon que celui-ci est localisé au niveau de la membrane plasmique ou 

internalisé.  

 

 Les données précédentes montrent bien l’importance d’un processus d’internalisation 

sans faille dans les réponses cellulaires aux différents stimuli. La dérégulation de 

l’internalisation d’un récepteur peut entraîner de nombreuses complications physiologiques. 

Ainsi dans le cas des cellules cancéreuses, des récepteurs aux facteurs de croissances sont 

caractérisés par une internalisation « ralentie » ou accélérée entraînant un déséquilibre des 

voies de signalisation. 
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 Dans le cas des récepteurs appartenant à la superfamille des récepteurs aux LDL, 

DAB-1 est une protéine adaptatrice impliquée dans le processus d’internalisation et dans 

l’établissement des voies de signalisation. Une altération de la fonction de DAB-1 au niveau 

des cellules neuronales peut entraîner de graves pathologies (altération de la migration des 

neurones dans le cerveau) (Morris SM et Cooper JA 2001).  

Dans le cas de l’obésité, l’exposition prolongée à de fortes concentrations 

plasmatiques en leptine pourrait entraîner à terme une modification du processus 

d’internalisation du récepteur de la leptine et ainsi entraîner une altération des voies de 

signalisation activées par la leptine. Nous discuterons de cette hypothèse dans la partie 

Résultats-Discussion. 

 

 
- Relation entre internalisation et signalisation - 

 
- L’internalisation n’est pas simplement un mécanisme de terminaison de la 
signalisation induite par une hormone. Il existe en effet une étroite relation entre 
l’internalisation d’un récepteur et l’établissement des différentes voies de signalisation 
sous-jacentes. 
 
- Certaines protéines, comme la dynamine et la β β β β-arrestine, impliquées dans le processus 
d’endocytose, participent également aux différentes voies de signalisation. Elles 
permettent de faire le lien entre le récepteur activé et certains composants des voies de 
transduction du signal.  
 
- Plusieurs études ont démontré que des récepteurs actifs sont présents au niveau des 
« sorting endosomes », malgré le pH acide de ce compartiment. De nombreuses 
protéines impliquées dans les différentes voies de signalisation sont également présentes 
au niveau des « sorting endosomes », dont des composants de la voie des MAPK, les 
protéines IRS et PI3K, et la protéine STAT3. Les « sorting endosomes » sont le siège de 
véritables complexes de signalisation. 
 
- L’internalisation des récepteurs vers les « sorting endosomes » permet d’engendrer 
une sélectivité des voies de transduction du signal activées. Ainsi, plusieurs exemples 
montrent que la signalisation induite par un récepteur activé est différente selon la 
localisation de celui-ci, au niveau de la membrane plasmique ou au niveau des 
endosomes. L’internalisation participe pleinement à la réponse biologique induite par 
un ligand, et la dérégulation de ce processus cellulaire peut être associée à des 
pathologies. 
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CHAPITRE 3 : Les fonctions physiologiques de la leptine. 
 

 La vision initiale de la leptine en tant que simple cytokine adipocytaire régulant la 

balance énergétique au niveau central a évolué. En effet, les profils d’expression de la leptine 

et de son récepteur ont été étendus à de nouveaux tissus, et de nouvelles fonctions de cette 

hormone ont été découvertes. Ainsi, la leptine est impliquée dans de nombreux processus 

physiologiques comme la reproduction, le développement, la réponse immunitaire, la 

contraction cardiaque… Néanmoins les effets de la leptine au sein de ces processus sont 

toujours liés au statut métabolique de l’organisme. 

 Dans cette partie, nous nous intéresserons principalement à l’action de la leptine sur le 

contrôle de la balance énergétique. Nous décrirons ensuite plus brièvement son rôle dans la 

fonction cardiaque qui a fait l’objet d’un travail de recherche en collaboration durant cette 

thèse. 

 

I. La régulation de la balance énergétique. 

 Il existe une régulation fine de la balance énergétique, équilibre entre prise alimentaire 

et dépense énergétique (activité physique, métabolisme basal, thermogénèse adaptative). Bien 

que dans nos sociétés modernes, la prise alimentaire d’un individu soit influencée par de 

nombreux paramètres non biologiques et dépendants de facteurs sociaux, le corps humain se 

repose sur un solide système physiologique pour établir l’homéostasie énergétique, 

indispensable pour vivre en bonne santé. En effet, des altérations et déséquilibres de cette 

homéostasie entraînent le développement de pathologies graves telles que l’anoréxie, l’obésité 

et le diabète de type II. 

 La régulation de la balance énergétique s’appuie sur des signaux périphériques, 

nerveux, endocrines ou métaboliques, intégrés au niveau central permettant ainsi une réponse 

adaptative. Le système nerveux central (SNC) régule la balance énergétique principalement 

par trois mécanismes principaux : 

- en influençant le comportement (prise alimentaire, activité physique). 

- en régulant le système nerveux autonome (dépense énergétique : métabolisme 

basal, thermogénèse adaptative). 

- en régulant le système neuro-endocrinien et la sécrétion d’hormones (prise 

alimentaire, métabolisme basal, thermogénèse adaptative). 
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 L’acteur principal du maintien de l’homéostasie énergétique au niveau central est 

l’hypothalamus. Le système de régulation implique des circuits neuronaux complexes entre 

les différents noyaux hypothalamiques, communiquant par l’intermédiaire de neuropeptides 

qui tiennent le rôle de neurotransmetteurs. Ces neuropeptides peuvent être classés en deux 

catégories : les neuropeptides orexinogènes qui stimulent la prise alimentaire et inhibent les 

dépenses énergétiques (neuropeptides anaboliques) et les neuropeptides anorexinogènes qui à 

l’inverse inhibent la prise alimentaire et stimulent les dépenses énergétiques (neuropeptides 

cataboliques). 

 

I.1. Les signaux périphériques. 

I.1.a. La leptine et l’insuline. 

 Ces deux hormones peuvent être considérées comme des « signaux d’adiposité » 

permettant entre autres de réguler la balance énergétique en agissant au niveau central ou 

périphérique. 

 Comme nous l’avons vu précédemment, la leptine est une hormone peptidique 

sécrétée principalement par le tissu adipeux. C’est un facteur de satiété, et le jeûne prolongé 

induit une suppression des taux plasmatiques de la leptine, phénomène qui peut être 

contrecarré par une prise alimentaire. Les taux plasmatiques de leptine sont corrélés aux 

niveaux de masse adipeuse et sont donc fortement augmentés en cas de surpoids et dans la 

pathologie obésité. L’injection au niveau central de leptine dans des modèles murins induit 

une baisse de la prise alimentaire ainsi qu’une augmentation des dépenses énergétiques. 

 La concentration plasmatique d’insuline dont le rôle principal est de contrôler le taux 

de glucose sanguin, reflète également les niveaux de masse adipeuse de l’organisme. La 

leptine et l’insuline régulent mutuellement leur sécrétion et agissent de concert dans le 

contrôle de l’homéostasie énergétique au niveau central. L’insuline agit essentiellement sur la 

régulation de la prise alimentaire. Ainsi sa concentration plasmatique augmente très 

rapidement à la suite d’un repas et l’injection centrale d’insuline réduit la prise alimentaire 

ainsi que le poids total de l’organisme chez les rongeurs (Woods S et al. 1979). 

 

 

I.1.b. Autres signaux périphériques. 

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

 L’adiponectine est une hormone sécrétée par le tissu adipeux, et sa concentration 

plasmatique est inversement proportionnelle aux niveaux de masse adipeuse de l’organisme et 

réduite par le jeûne (Dani et al. 1996). L’injection intra-péritonéale d’adiponectine chez les 

rongeurs induit une baisse de poids total en stimulant la dépense énergétique mais sans 

influencer la prise alimentaire (Fruebis J et al. 2001). Au niveau central, l’action de cette 

hormone adipocytaire semble relayée par le noyau hypothalamique paraventriculaire (PVN) et 

le système mélanocortine (Gao Q et al. 2004). 

 

Le Peptide YY3-36 » (PYY3-36) : 

 Ce peptide est synthétisé par les cellules du tube digestif et de l’intestin. Sa sécrétion 

postprandiale est dépendante de la quantité de calories ingérées au cours du repas (Pedersen-

Bjergaard U 1996). Le PYY3-36 a suscité une grand intérêt en 2001 quand l’équipe de Bloom a 

montré que son injection réduit la prise alimentaire spontanée d’environ 30%, chez les 

individus sains et obèses (Wren AM et al. 2001). Cependant ces résultats ont été la cible de 

nombreuses critiques. 

 

La ghréline : 

 La ghréline est sécrétée principalement par l’estomac. A l’origine, cette hormone était 

considérée uniquement comme un sécrétagogue de l’hormone de croissance. Cependant, la 

communauté scientifique s’est rapidement rendue compte de l’effet orexigénique de la 

ghréline au niveau central. Ainsi, son injection ICV chez les rongeurs augmente la prise 

alimentaire et le poids total de l’organisme. Nous décrirons plus en détail cette hormone dans 

le chapitre consacré à l’hormone de croissance. 

 

I.2. La leptine et le passage de la barrière hémato-encéphalique. 

 Contrairement aux capillaires des autres tissus, à l’exception du testicule et du thymus, 

les cellules endothéliales du SNC formant la barrière hémato-encéphalique (BHE) sont reliées 

entre elles par de nombreuses jonctions serrées et sont dépourvues de canaux trans-

endothéliaux permettant le passage passif de molécules. Le transport d’une protéine à travers 

la BHE est proportionnelle à sa solubilité dans les lipides et inversement proportionnelle à son 

poids moléculaire. 
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 Chez le rat, suite à l’injection périphérique de leptine radio-marquée, un marquage est 

observé dans des zones spécifiques du cerveau notamment au niveau du noyau arqué 

hypothalamique et du plexus choroïde. Ces deux structures sont des organes 

circumventriculaires et sont proches physiquement de la BHE (Banks WA et al. 1996). Le 

transport de la leptine à travers la BHE est un processus actif, saturable et finement régulé et 

n’induit pas de dégradation de cette hormone. Comme nous l’avons vu, ce sont les isoformes 

ObRa et ObRc fortement exprimées au niveau des micro-vaisseaux cérébraux et du plexus 

choroïde, qui sont les principaux acteurs de ce transport (Banks WA et al. 1996; Bjorbaek C 

et al. 1998b). 

 Il existe une forte corrélation entre l’efficacité du transport de la leptine à travers la 

BHE et sa concentration plasmatique. Ainsi chez le rat, ce transport est réduit en période de 

jeûne (niveau plasmatique de leptine faible) et augmenté lors de la prise alimentaire (Kastin 

AJ et Akerstrom V 2000). Ce mécanisme pourrait permettre d’amplifier le signal de satiété 

induit par la leptine. Lors de concentrations plasmatiques de leptine très élevées (obésité 

sévère), le transport à travers la BHE est fortement diminué impliquant ce mécanisme dans le 

phénomène de résistance à la leptine (Banks WA et al. 1999). De la même manière ce 

transport est perturbé dans les cas d’anoréxie (Mantzoros C et al. 1997).  

 

I.3. La leptine et le système des neuropeptides hypothalamiques. 

 L’hypothalamus permet l’intégration des signaux d’adiposité comme la leptine et 

l’insuline, et l’activation en retour d’un ensemble de neuropeptides impliqués dans la 

régulation de la prise alimentaire et de la dépense énergétique. Ces neuropeptides et les 

neurones les synthétisant interagissent entre eux selon le modèle suivant : le noyau arqué de 

l’hypothalamus (ARC) (Figure 22) est la base de ce circuit neuronal et contient deux 

populations distinctes de neurones anorexigènes et orexigènes. Ces neurones sont dits de 

« premier ordre » (synthétisent les neuropeptides de premier ordre) car ils traduisent 

directement, selon le modèle proposé, les signaux d’adiposité en signaux nerveux. Grâce à 

leurs nombreuses projections neuronales, ils transmettent ces informations aux autres noyaux 

hypothalamiques (Figure 22) dans lesquels sont localisés les neurones de « second ordre » 

(synthétisent les neuropeptides de second ordre).  

 Le but de ce chapitre n’est pas de fournir une liste exhaustive des neuropeptides 

hypothalamiques impliqués dans la régulation du métabolisme. Nous décrirons les plus 

importants et leurs caractéristiques principales. Ces données permettront de mieux 
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appréhender les modèles animaux utilisés au cours de mon travail de thèse. De plus, certains 

neuropeptides interviennent également dans le contrôle de l’axe GH. Une étude 

bibliographique plus précise concernant ces neuropeptides est disponible dans l’annexe de ce 

manuscrit.  

 

Fig 22: Les noyaux hypothalamiques.

La figure supérieure représente une coupe longitudinale du cerveau de rat. Les deux figures inférieures 
représentent des coupes frontales réalisées au niveau de l’hypothalamus. OC : bulbe olfactif; 3V: 3ème

ventricule; LHA : aire latérale hypothalamique; PVN : noyau paraventriculaire; PFA : aire périfornicale; FX: 
fornix; CC : corps calleux; SE : septum; CCX : cortex cérébral; TH : thalamus; ARC : noyau arqué; ME : 
éminence médiane; VMN : noyau ventromédian; DMN : noyau dorsomédian; AM : amygdale; HI : 
hippocampe. D’après Munzber et Myers, 2005.

Fig 22: Les noyaux hypothalamiques.

La figure supérieure représente une coupe longitudinale du cerveau de rat. Les deux figures inférieures 
représentent des coupes frontales réalisées au niveau de l’hypothalamus. OC : bulbe olfactif; 3V: 3ème

ventricule; LHA : aire latérale hypothalamique; PVN : noyau paraventriculaire; PFA : aire périfornicale; FX: 
fornix; CC : corps calleux; SE : septum; CCX : cortex cérébral; TH : thalamus; ARC : noyau arqué; ME : 
éminence médiane; VMN : noyau ventromédian; DMN : noyau dorsomédian; AM : amygdale; HI : 
hippocampe. D’après Munzber et Myers, 2005.

 

 

I.3.a. Les neuropeptides orexigènes de premier ordre. 

Le neuropeptide Y (NPY). 

 Dans l’hypothalamus, le NPY est principalement exprimé au niveau de l’ARC. 

L’expression et la libération de NPY sont stimulées par le jeûne et inhibées par la prise 

alimentaire (Sanacora G et al. 1990). Chez les rongeurs, sa synthèse au niveau de l’ARC est 

inhibée par l’insuline et la leptine (Schwartz MW et al. 1991; Stephens TW et al. 1995). Chez 

le rat et la souris, l’injection intra-cérébro-ventriculaire (ICV) de NPY augmente la prise 

alimentaire (Glenn Stanley B et al. 1986), diminue la dépense énergétique en réduisant la 

thermogénèse (Billington CJ et al. 1991) et l’activité du système nerveux autonome (Egawa 

M et al. 1991). L’injection ICV répétée de NPY induit l’obésité chez le rat (Zarjevski N et al. 

1993). 

  Chez les rats obèses Zucker, l’expression de NPY est augmentée au niveau de l’ARC 

(Beck B et al. 1990). Chez l’homme cependant, son expression ne semble pas être affectée 
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dans les cas d’obésité bien que quelques études témoignent d’une augmentation (Brunani A et 

al. 1995; Nam S-Y et al. 2001). 

  

Le « Agouti Related Peptide » (AgRP). 

 Au niveau du SNC, AgRP est principalement exprimé au niveau de l’ARC (Shutter JR 

et al. 1997). L’injection ICV d’AgRP induit une augmentation de la prise alimentaire pouvant 

durer jusqu’à sept jours (Rossi M et al. 1998). Les souris génétiquement modifiées pour 

surexprimer AgRP sont hyperphagiques et fortement obèses (Graham M et al. 1997). 

L’expression et la sécrétion d’AgRP sont stimulées par le jeûne et inhibées par la prise 

alimentaire, la leptine, l’insuline et le glucose (Mizuno TM et al. 1999; Morrison CD et al. 

2005). Les rats rendus obèses par l’alimentation (rats DIO) présentent une augmentation de la 

concentration d’AgRP au niveau hypothalamique (Harrold JA et al. 1999). 

 En plus de son rôle dans la prise alimentaire, AgRP influence négativement la dépense 

énergétique. Ainsi son injection ICV inhibe l’expression de UCP1 (« uncoupling protein 1 ») 

dans le tissu adipeux brun (Yasuda T et al. 2004).  

 

I.3.b. Les neuropeptides orexigènes de second ordre. 

Les orexines ou hypocretines. 

 La famille des orexines est composée de deux peptides, orexine A et orexine B, issus 

du clivage protéolytique du précurseur prépro-orexine. Les neurones synthétisant les orexines 

sont principalement localisés dans l’aire hypothalamique latérale (LHA) et l’aire périfornicale 

(PFA). 

 L’expression hypothalamique de la prépro-orexine est augmentée par un jeûne 

complet de 48 heures mais n’est pas affectée par une prise alimentaire simplement réduite 

(Cai XJ et al. 1999). Chez le rat, l’injection ICV d’orexine A induit une augmentation de la 

prise alimentaire (à court terme) tandis que celle d’orexine B ne la modifie pas (Haynes AC et 

al. 1999). L’injection ICV de leptine, si elle induit une diminution de la production d’orexine  

A, n’a curieusement pas d’effet sur l’expression de son précurseur dans des conditions 

standards (Beck B et Richy S 1999; Cai XJ et al. 1999). De façon contradictoire, l’obésité est 

associée à une baisse de l’expression de la prépro-orexine chez le rat Zucker (Cai XJ et al. 

2000).  
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La « Melanin-Concentrating Hormone » (MCH). 

 La MCH est à la fois un neurotransmetteur et une hormone, issue du clivage 

protéolytique d’une pro-hormone, la Pmch. Celle-ci code également pour les neuropeptides EI 

(NEI) et GE (NGE) qui pourraient également jouer un rôle dans le contrôle de l’homéostasie 

énergétique (Nahon JL et al. 1989). Dans l’hypothalamus, les neurones synthétisant la MCH 

sont localisés principalement au niveau du LHA (Bittencourt J et al. 1992). 

 Le jeûne augmente l’expression hypothalamique de la MCH. L’injection centrale de 

MCH augmente la prise alimentaire et l’infusion ICV de MCH conduit même à une obésité 

légère (Qu D et al. 1996). L’injection ICV de leptine et d’insuline inhibe et stimule 

respectivement l’expression de la MCH dans le LHA (Bahjaoui-Bouhaddi M et al. 1994; 

Sahu A 1998). 

 Les rats obèses Zucker, les souris ob/ob et db/db sont caractérisés par une 

augmentation de l’expression de MCH au niveau de l’hypothalamus (Stricker-Krongrad A et 

al. 2001; Mondal MS et al. 2002). Les souris génétiquement modifiées pour surexprimer la 

MCH au niveau du LHA présentent une hyperphagie associée à une forte obésité et un diabète 

de type II (Ludwig DS et al. 2001).  

 

La Galanine. 

 Ce neuropeptide est exprimé dans l’ensemble du cerveau et plus précisément au 

niveau du PVN (Merchenthaler I et al. 1993).  Chez les rongeurs, un jeûne complet de 48 

heures n’induit pas de modification de l’expression hypothalamique de la Galanine. 

L’injection ICV de Galanine augmente faiblement la prise alimentaire mais n’induit ni gain de 

poids ni obésité (Smith BK et al. 1994). L’injection centrale de leptine inhibe l’expression 

hypothalamique de la Galanine.  

 Les rats Zucker obèses sont caractérisés par une augmentation de l’expression de 

Galanine au niveau du PVN (Mercer J et al. 1996). Des données contradictoires sont publiées 

chez les patients obèses indiquant soit une légère augmentation de l’expression centrale de la 

Galanine soit aucune modification. 

 

Le « Galanine-like Peptide » (GALP) : 

 Le GALP est proche structurellement de la Galanine et possède même une forte 

affinité pour le récepteur de la Galanine GAL2R. GALP est exprimé dans des neurones 

spécifiques de l’ARC et de l’éminence médiane qui ne semblent pas exprimer d’autres 

neuropeptides orexigènes (Takatsu Y et al. 2001). 
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 L’injection ICV de GALP entraîne une augmentation de la prise alimentaire dix fois 

supérieure à celle induite par la Galanine (Matsumoto Y et al. 2002). Chez les souris ob/ob et 

les rats fa/fa, l’expression de GALP au niveau de l’ARC est diminuée (Jureus A et al. 2001). 

Ces caractéristiques font de GALP un peptide orexinogène particulier. 

 

I.3.c. Les neuropeptides anorexigènes de premier ordre.  

POMC et les Mélanocortines. 

 La « Pro-OpioMelanoCortin » (POMC) est synthétisée principalement au niveau de 

l’hypophyse, de l’ARC et du tractus solitaire. Le clivage de cette pro-hormone produit 

plusieurs peptides regroupés sous la famille des Mélacortines, comprenant entre autres l’ « α-

Melanocyte-Stimulating Hormone » (αMSH) et l’hormone adrénocorticotropine (ACTH). 

 Le jeûne inhibe l’expression de POMC au niveau de l’ARC tandis que la prise 

alimentaire la stimule (Mizuno TM et al. 1998). L’injection centrale des mélanocortines 

αMSH et ACTH(1-24) induit une baisse de la prise alimentaire (Brown KS et al. 1998). 

L’injection ICV de leptine et d’insuline induit une augmentation de l’expression de POMC 

(Tozawa F et al. 1988; Schwartz MW et al. 1997; Cowley MA et al. 2001). 

 Les souris KO pour le récepteur de l’αMSH (MC4-R) présentent une obésité sévère. 

Des mutations de ce récepteur sont également retrouvées dans des cas d’obésité humaine 

(Vaisse C et al. 1998). Il est intéressant de noter que l’AgRP est un antagoniste de MC4-R. 

 

Les « Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript » (CART). 

 Les CART sont un ensemble de peptides issus du clivage d’un précurseur commun 

(Thim L et al. 1999). Ils sont principalement exprimés au niveau de l’ARC, dans les mêmes 

neurones exprimant POMC. Le jeûne induit une baisse de l’expression de CART. L’injection 

de CART entraîne une baisse de la prise alimentaire et une perte de poids même chez l’obèse 

(Larsen PJ et al. 2000). Les neurones CART expriment ObRb et l’injection ICV de leptine 

augmente l’expression de CART au niveau de l’ARC (Kristensen P et al. 1998). L’injection 

centrale de CART induit également une augmentation des UCP-I, II et III dans le tissu 

adipeux et le muscle, suggérant un rôle important de CART dans la régulation de la dépense 

énergétique (Wang CF et al. 2000). 
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I.3.d. Les neuropeptides anorexigènes  de second ordre. 

La « Corticotropin-Releasing Hormone » (CRH) et les Urocortines 

(UCN).  

 CRH est en réalité une famille de neuropeptides comprenant au moins 4 membres : la 

CRH elle-même et les UCN-I, II et III. Au niveau de l’hypothalamus, la CRH est exprimée 

principalement au niveau du PVN. Chez les rongeurs, son injection centrale inhibe la prise 

alimentaire et induit également une modification de l’activité du système nerveux autonome 

ainsi qu’une augmentation de l’activité locomotrice. 

 Selon le statut métabolique, la leptine semble avoir des effets opposés sur la CRH. 

L’injection ICV de leptine inhibe l’expression de ce neuropeptide et l’activité des neurones 

CRH dans les périodes de jeûne. Au contraire, ce traitement stimule son expression et 

l’activité des neurones CRH dans les périodes de satiété (Huang Q et al. 1998; Uehara Y et al. 

1998). 

.  

La “Thyrotropin-Releasing Hormone” (TRH). 

 Le clivage de la préproTRH produit plusieurs peptides regroupés sous le terme TRH. 

La TRH est impliquée dans de nombreuses fonctions physiologiques dont le contrôle de la 

balance énergétique, la régulation de fonctions cognitives, la douleur... La TRH est fortement 

exprimée au niveau du PVN (Segerson TP et al. 1987). 

 En période de jeûne, l’expression de la préproTRH dans le PVN et la sécrétion de 

TRH diminuent (Van Haasteren GA et al. 1995). L’injection ICV de TRH inhibe la prise 

alimentaire (Vijayan E et McCann SM 1977). En période de jeûne, l’injection centrale de 

leptine (mais pas d’insuline) induit une augmentation de l’expression hypothalamique de 

préproTRH chez le rat (Fekete C et al. 2006).  

 

L’ocytocine. 

 L’ocytocine est exprimée dans des neurones localisés au niveau du PVN. L’ocytocine 

est également sécrétée en tant qu’hormone au niveau de la neurohypophyse. L’injection ICV 

de ce neuropeptide induit une réduction de la prise alimentaire (Olson BR et al. 1991a). Les 

neurones à ocytocine expriment ObRb (Hakansson M-L et al. 1998) et l’administration ICV 

de leptine induit une libération d’ocytocine chez le rat (Blevins JE et al. 2004). 

 L’ocytocine est également stimulée par la CRH (Bruhn TO et al. 1986). L’injection 

ICV d’antagonistes de l’ocytocine bloque également l’effet anorexigène de la CRH suggérant 
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que l’ocytocine est le médiateur des effets de la CRH, du moins ceux concernant la prise 

alimentaire (Olson BR et al. 1991b). 

 

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

En rouge, les neuropeptides anorexigènes, et en bleu les neuropeptides orexigènes. BHE: barrière hémato-
encéphalique; ARC : noyau arqué; PVN : noyau paraventriculaire; LHA : aire latérale hypothalamique;  
PFA : aire périfornicale.
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Fig 23: Le réseau des neuropeptides hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise 
alimentaire.

En rouge, les neuropeptides anorexigènes, et en bleu les neuropeptides orexigènes. BHE: barrière hémato-
encéphalique; ARC : noyau arqué; PVN : noyau paraventriculaire; LHA : aire latérale hypothalamique;  
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I.4 Mode d’action de la leptine sur le système des neurones 

orexigéniques / anorexigéniques.  

I.4.a. Les neurones de premier ordre. 

 C’est l’ARC qui est la base de ce circuit neuronal (Tang-Christensen M et al. 1999). 

Anatomiquement, il est localisé au niveau du troisième ventricule et à proximité de la BHE. 

C’est d’ailleurs une des zones de passage principales de la leptine du sang vers le SNC (voir 

chapitre I.1). Au niveau de ce noyau hypothalamique, les neurones de premier ordre 

traduisent les signaux d’adiposité périphériques en signaux nerveux. La leptine et l’insuline 

inhibent les neurones NPY / AgRP et stimulent les neurones POMC / CART (Figure 23). Ces 

neurones de premier ordre communiquent ensuite les signaux nerveux aux autres noyaux 

hypothalamiques via leurs nombreuses projections neuronales.  
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I.4.b Les neurones de deuxième ordre. 

 Les axones des neurones de premier ordre localisés au niveau de l’ARC innervent les 

neurones de deuxième ordre au niveau du  PVN, LHA et PFA.  Au niveau du PVN, les 

axones POMC et CART stimulent les neurones et la synthèse des neuropeptides anorexigènes 

de deuxième ordre  (CRH, TRH et ocytocine). Au niveau des LHA et PFA,  les axones NPY 

et AgRP stimulent les neurones et la synthèse des neuropeptides orexinogènes MCH et 

orexines (Figure 23). 

  

I.4c. Modérations et perspectives. 

 En réalité, le mécanisme de régulation de la balance énergétique présenté ci-dessus 

n’est qu’un modèle simplifié, voire simpliste. Il reste encore à l’heure actuelle de nombreux 

problèmes à élucider, concernant notamment les interconnexions entre neurones de second 

ordre et le possible rétrocontrôle négatif  de ces neurones sur ceux de premier ordre. En effet, 

des axones innervant l’ARC proviennent des PVN, LHA et PFA. 

 Il ne faut pas sous-estimer le rôle des neurones dits de second ordre dans la régulation 

de la balance énergétique. En effet, ceux-ci expriment généralement les récepteurs de la 

leptine et de l’insuline. Ces deux hormones peuvent donc potentiellement réguler chaque 

neuropeptide en collaboration avec d’autres acteurs biologiques et ainsi engendrer une 

sélectivité dans le recrutement d’une voie neuropeptidique précise, et donc une réponse 

centrale adaptée à chaque état physiologique. L’observation du phénotype normal des souris 

doubles KO NPY et AgRP montre bien qu’en absence de ces importants neuropeptides 

orexigéniques, il existe des mécanismes compensatoires faisant intervenir les neuropeptides 

de second ordre précédemment décrits, voire même un ou plusieurs neuropeptides encore non 

identifiés. 

 L’étude minutieuse des différentes voies de signalisation activées par les signaux 

périphériques et les neuropeptides, ceci pour les différents types de neurones orexigènes et 

anorexigènes, est également nécessaire pour appréhender la complexité du contrôle de la 

balance énergétique au niveau central. De plus, cette démarche pourrait permettre de trouver 

de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles et de nouveaux traitements dans les 

pathologies associées à un déséquilibre de l’homéostasie énergétique. L’étude des 

neurotransmetteurs plus « classiques » comme la sérotonine et la noradrénaline dans le 

contrôle de l’homéostasie énergétique est également un sujet à approfondir.  

 D’autre part, la leptine est également exprimée dans le cerveau et plus particulièrement 

au niveau de l’hypothalamus. Il existe cependant peu de données concernant le rôle précis de 
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cette leptine « ectopique » dans le contrôle de la balance énergétique. Néanmois, il a été 

montré que son expression est diminuée pendant les périodes de jeûne, comme c’est le cas au 

niveau périphérique (Morash B et al. 1999). 

 Dans l’essentiel des études portant sur la régulation de la balance énergétique, 

l’hypothalamus est considéré comme l’élément clé. Néanmoins, les autres zones du cerveau 

avec lesquelles il interagit peuvent également avoir des rôles importants dans le contrôle de la 

balance énergétique. 

 La majorité des données citées précedemment ont été obtenues à partir de modèles 

murins. Il ne faut pas oublier que les effets de la leptine diffèrent chez l’homme. Chez le rat 

ou la souris, cette hormone joue réellement le rôle de facteur de satiété, activé par la prise 

alimentaire. Cependant, chez l’homme, la prise alimentaire individuelle ne semble pas 

influencer la sécrétion de leptine. Dans ce cas, cette hormone doit être plutôt considérée 

comme un indicateur des réserves énergétiques, représentées par la masse adipeuse (Ahima 

RS et Flier JS 2000). 

 

 

- Le système des neurones orexigéniques et anorexigéniques - 
 
- L’hypothalamus est le siège de la régulation de la balance énergétique. Il intègre les 
signaux périphériques en relation avec le statut métabolique de l’organisme (leptine, 
insuline, adiponectine, PYY, ghréline…) et active en retour un système complexe de 
neurones / neuropeptides. 
 
- La leptine doit être transportée à travers la BHE pour accéder à l’hypothalamus. Ce 
transport, impliquant ObRa principalement, est un processus actif, saturable et 
finement régulé. Il est d’autant plus efficace que la concentration plasmatique de leptine 
est élevée. Cependant, dans le cas de fortes concentrations de leptine caractéristiques de 
la pathologie obésité, ce transport est altéré. 
 
- Le noyau arqué (ARC) est constitué entre autres de deux populations distinctes de 
neurones impliqués dans le contrôle de la balance énergétique. Ces neurones sont dits de 
premier ordre car ils traduisent les signaux d’adiposité en signaux nerveux. Ce sont les 
neurones orexigènes NPY / AgRP et les neurones anorexigènes  POMC / CART. Les 
neurones de premier ordre transmettent ensuite ces signaux nerveux aux neurones dits 
de second ordre. 
 
- Les neurones orexigènes de premier ordre NPY et AgRP stimulent la prise alimentaire 
et inhibent la dépense énergétique. La restriction alimentaire induit une augmentation 
de l’expression de ces neuropeptides tandis que la leptine l’inhibe. Les rats et souris 
obèses sont caractérisés par une augmentation de l’expression de ces neuropeptides.  
- Les neurones NPY et AgRP activent les neurones de second ordre orexigènes localisés 
principalement dans les aires latérales (LHA) et périfornicales (PFA) de 
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l’hypothalamus. Les principaux neuropeptides orexigénique de second ordre sont les 
orexines et la « melanin-concentrating hormone » (MCH). Ils stimulent la prise 
alimentaire et inhibent la dépense énergétique. 
 
- Les neurones anorexigènes  de premier ordre POMC et CART inhibent la prise 
alimentaire et stimulent la dépense énergétique. La restriction alimentaire induit une 
baisse de l’expression de ces neuropeptides tandis que la leptine la stimule.  
- Les neurones anorexigènes de deuxième ordre sont localisés principalement dans le 
noyau paraventriculaire (PVN) de l’hypothalamus. Les principaux neuropeptides 
anoréxigéniques de deuxième ordre sont l’ocytocine, la « thyrotropin-releasing 
hormone » (TRH) et la « corticotropin-releasing hormone » (CRH). Ils inhibent la prise 
alimentaire et stimulent la dépense énergétique. 
 
- Les deux populations de neurones de premier ordre sont interconnectées par l’AgRP 
qui inhibe l’activation des neurones POMC. 
 

 

II. Leptine et obésité. 

II.1. Le syndrome métabolique et l’obésité.  

II.1.a. Définition du syndrome métabolique. 

 La définition du syndrome métabolique est variable selon les sources. En avril 2005, 

l’IDF (« The New International Diabetes Federation ») a proposé une définition consensus: 

l’association chez un même individu des troubles physiologiques que sont l’obésité viscérale 

(définie par la mesure du tour de taille), la dyslipidémie (taux sanguin de triglycérides 

supérieur à 150 mg/dL, taux sanguin de HDL cholestérol inférieur à 40 mg/dL), 

l’hypertension (pression artérielle systolique supérieure à 130 mmHg) et l’hyperglycémie 

(taux de glucose plasmatique après la prise alimentaire supérieur à 100 mg/dL). La présence 

de ces facteurs conduit à une forte augmentation des risques d’accidents cardiovasculaires et 

de développement d’un diabète de type II, réduisant ainsi l’espérance de vie de manière 

significative. De nombreux scientifiques et médecins considèrent le syndrome métabolique 

comme le regroupement des pathologies obésité, diabète de type II et athérosclérose ; ces trois 

pathologies étant bien sûr interconnectées.  

 

II.1.b. Impacts de l’obésité et du syndrome métabolique sur la société. 

 La prévalence du syndrome métabolique n’a cessée de croître au cours du dernier 

quart de siècle, principalement à cause de l’augmentation du nombre d’individus obèses. Pour 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), l’obésité est une pandémie. Aux USA, les 

dernières données disponibles indiquent qu’environ 30% de la population est concernée par 
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l’obésité, avec une incidence de 45% pour les 60-70 ans. Croire que l’obésité concerne 

uniquement les américains consommateurs d’hamburgers ou les anglais grands buveurs de 

bière serait une erreur. Ainsi, en France une étude récente (enquête Obepi publiée le 18 

septembre 2006) montre que 20 millions d’individus sont en surpoids et 6 millions obèses. En 

9 ans, la population a grossi en moyenne de 2,1 kg et le tour de taille a augmenté de 3,4 cm. 

Bien que toutes les générations soient touchées, il faut noter que la population des obèses 

rajeunit. Il n’est plus rare que des enfants ou adolescents soient atteints par cette pathologie 

(15% des jeunes américains et européens). Il est facile d’imaginer les problèmes 

physiologiques que peuvent causer une obésité si précoce sur la santé et l’espérance de vie de 

ces jeunes.  

 Beaucoup de personnes ne voient pas l’obésité comme une réelle maladie et 

considèrent qu’il suffit de manger mieux et moins pour « guérir ». En oubliant les 

prédispositions génétiques, c’est somme toute très logique. Mais il semble alors nécessaire de 

rappeler les difficultés rencontrées pour se débarrasser, avant les beaux jours, des quelques 

kilogrammes mis en réserve durant l’hiver. Il suffit alors d’imaginer que ces quelques 

kilogrammes soient en réalité une cinquantaine de kilos voire plus, sans oublier bien sûr que 

dans ce cas, les systèmes de régulation de la balance énergétique sont altérés… 

 L’obésité touche aujourd’hui environ 300 millions de personnes dans le monde, et le 

diabète de type II environ 200 millions. Le coût financier associé au syndrome métabolique 

est en perpétuelle hausse et estimé entre 2 à 15% des dépenses totales de santé selon les pays ; 

il ne faut pas oublier non plus les problèmes sociaux engendrés par ces maladies qui se 

répercutent inévitablement sur d’autres paramètres économiques. Ainsi, le syndrome 

métabolique est un problème majeur de santé publique. Des fonds de recherche conséquents 

doivent donc être investis afin de mieux comprendre l’établissement de ces pathologies et 

ainsi découvrir des traitements cliniques efficaces. Enfin, il faut mettre en place une réelle 

éducation de la prise alimentaire et de la balance énergétique chez les plus jeunes, en se 

basant sur le modèle du Danemark par exemple, afin d’enrailler le développement du 

syndrome métabolique dans le futur. 

 

 
- Le syndrome métabolique - 

 
- Le syndrome métabolique est défini comme l’association chez un même individu des 
troubles physiologiques suivants : l’obésité viscérale, la dyslipidémie (taux sanguins de 
triglycérides élevés et de HDL cholestérol diminués), l’hypertension et l’hyperglycémie. 
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- La prévalence du syndrome métabolique est en perpétuelle hausse. L’obésité touche 
aujourd’hui environ 300 millions de personnes dans le monde et le diabète de type II 
environ 200 millions. En France, 20 millions de personnes en surpoids dont 6 millions 
sont obèses (15% des adolescents) sont dénombrées. 
 

 

II.2. Obésité et hyperlipidémie. 

II.2.a. Métabolisme lipidique suite à une prise alimentaire. 

 L’obésité est générallement la conséquence d’un déséquilibre de la balance 

énergétique, caractérisé par une prise alimentaire abondante, riche en lipides, pendant une 

période prolongée, associée à une faible activité physique. 

 Tous les repas contiennent des lipides sous la forme de triglycérides principalement, 

d’acides gras libres, de cholestérol et autres stérols. Suite à leur ingestion et leur progression 

dans le système digestif, ces lipides sont transformés en monoacylglycérol et acides gras à 

longue chaînes. Ceux-ci sont ensuite capturés par les entérocytes de l’intestin où ils sont 

transformés en triacylglycérols et esters de cholestérol. Ces composés sont alors transportés 

dans la circulation sanguine sous la forme de particules lipoprotéiques (chylomicrons et les 

différents types de LDL « Low Density Lipoprotein »). Ces lipoprotéines sont ensuite 

hydrolysées dans la circulation sanguine libérant acides gras non estérifiés (NEFA pour 

« nonesterified fatty acid ») et monoacylglycérols qui sont alors distribués dans les différents 

tissus.  

 Le devenir des acides gras varie selon les tissus. Par exemple, dans le tissu adipeux ils 

sont transformés en triglycérides, tandis que dans le muscle squelettique ou cardiaque ils sont 

oxydés pour produire de l’énergie sous forme d’ATP. Les acides gras présents dans la 

circulation sanguine et « non utilisés » sont de nouveaux transportés sous forme de 

triglycérides via les lipoprotéines de très faible densité (VLDL pour « Very Low Density 

Lipoprotein »). Ce processus est régulé par le foie. 

 Lors des périodes de satiété, le transport dans la circulation sanguine des triglycérides 

à partir des entérocytes, via les lipoprotéines, est augmenté. Les NEFA sont principalement 

stockés sous forme de triglycérides dans le tissu adipeux. Au contraire, lors des périodes de 

jeûne ou au cours de l’exercice physique, le niveau de lipoprotéines sanguines diminue et le 

tissu adipeux devient alors le principal fournisseur de triglycérides.  
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II.2.b. Métabolisme lipidique chez les individus obèses.  

 Dans le cas de la pathologie obésité, caractérisée par une prise alimentaire lipidique 

supérieure à la normale, le tissu adipeux est « saturé » et ne stocke plus correctement l’excès 

d’acides gras. Des triglycérides sont alors déposés et stockés dans d’autres tissus comme le 

cœur, le muscle squelettique, le rein et le foie entraînant un dysfonctionnement de leurs 

fonctions physiologiques. De plus, la saturation du tissu adipeux en triglycérides conduit à un 

remodelage du profil de sécrétion des hormones comme la leptine et l’adiponectine qui jouent 

un rôle prépondérant dans la régulation de la balance énergétique. 

 Le fait que le tissu adipeux ne remplisse plus son rôle de stockage provoque une 

lipolyse dérégulée et une élévation des NEFA et triglycérides circulants, phénomène appelé 

hyperlipidémie (ou dyslipidémie). Normalement, le foie participe à la régulation de ces excès 

lipidiques, mais chez l’individu obèse cet organe n’exerce plus correctement cette fonction. 

Cette concentration plasmatique en acides gras supérieure à la normale est toxique pour 

l’organisme (lipotoxicité) et induit notamment des phénomènes de mort cellulaire 

(lipoapoptose). Cette toxicité affecte les cellules β du pancréas responsable de la synthèse de 

l’insuline. De plus, ce surplus lipidique active la production de médiateurs de l’inflammation 

par le tissu adipeux et le foie, entraînant un dysfonctionnement métabolique des tissus 

périphériques comme le muscle squelettique et le pancréas. 

 En conclusion, le tissu adipeux et le foie sont les principaux responsables de 

l’hyperlipidémie sanguine. Le muscle squelettique, le pancréas, le cœur et les autres tissus 

périphériques vont alors s’adapter à cet excès lipidique, entraînant une dérégulation complète 

de leurs fonctions biologiques. Ce phénomène est en partie responsable du développement des 

pathologies associées à l’obésité et donc du syndrome métabolique. Il est important de noter 

que ces processus ont été principalement étudiés chez les rongeurs. Depuis quelques années, 

des études semblent confirmer la validité de ces informations chez l’homme.  

 

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

 En plus de son rôle dans la régulation centrale de la balance énergétique, la leptine est 

également impliquée dans le métabolisme lipidique en régulant notamment la capture des 

acides gras libres au niveau des adipocytes et des autres tissus, et en influençant les voies 

métaboliques intracellulaires (Unger RH 2003). La leptine est une hormone liporégulatrice et 

permet le stockage dans les adipocytes des acides gras non utilisés suite à une prise 

alimentaire. Son absence ou son inefficacité participe aux dépôts des triglycérides dans les 

tissus non-adipocytaires.  



                                Introduction bibliographique – Les fonctions physiologiques de la leptine. 

 83 

 Chez les rats Sprague-Dawley soumis à des expériences de DIO, le contenu en 

triglycérides des adipocytes augmente de 150% en 20 semaines, tandis que celui des tissus 

non-adipocytaires augmente en moyenne de 10%. Chez les rats obèses Zucker caractérisés par 

une mutation du récepteur de la leptine, des triglycérides s’accumulent au niveau des muscles 

squelettiques et cardiaque, du foie, des reins et des îlots pancréatiques (Unger RH 2003). 

Cependant dans ce modèle, le rétablissement par transfection de l’expression d’ObRb sauvage 

au niveau du foie induit une diminution du stockage de triglycérides dans ce tissu (Lee Y et 

al. 2001). 

 Dans les tissus non adipocytaires, la leptine régule les voies métaboliques cellulaires, 

inhibe la transformation des acides gras en triglycérides et stimule leur oxydation. Elle 

stimule également l’oxydation des acides gras en activant enzymes et fonctions 

mitochondriales, principalement via la voie de signalisation AMPK (Zhou Y-T et al. 1997; 

Minokoshi Y et al. 2002; Hardie DG et al. 2003). Cette hormone inhibe des facteurs de 

transcription lipogéniques comme par exemple le « sterol regulatory element-binding protein 

1c » (SREBP1c) au niveau du tissu hépatique et des îlots pancréatiques. Chez le rat, l’obésité 

est associée à une augmentation de l’expression de SREBP1c dans ces tissus (Kakuma T et al. 

2000).  

 

 

 
- Métabolisme lipidique, obésité et leptine - 

 
- Suite à une prise alimentaire, les lipides sont hydrolysés dans l’intestin en 
monoacylglycérol et acides gras à longue chaîne, puis capturés et transformés en 
triglycérides et esters de cholestérol par les entérocytes. Ces composés sont alors 
transportés  dans la circulation sanguine sous forme de lipoprotéines puis hydrolysés en 
NEFA et distribués aux différents tissus. Ces NEFA sont stockés sous la forme de 
triglycérides par les adipocytes et oxydés dans les autres tissus pour fournir de l’énergie. 
 
- L’obésité est généralement la conséquence d’une alimentation riche en lipides associée 
à un manque d’exercice. Cette pathologie est caractérisée par  une saturation du tissu 
adipeux en triglycérides ayant pour conséquence l’augmentation de la concentration 
sanguine en NEFA et triglycérides circulants (hyperlipidémie ou dyslipidémie). Cette 
augmentation des NEFA sanguin est toxique (lipotoxicité) et induit des phénomènes 
d’apoptose dans les tissus. Dans ces conditions, des triglycérides sont stockés au niveau 
de tissus périphériques comme le foie, les muscles squelettique et cardiaque, le pancréas, 
induisant des altérations de leurs fonctions. Ce phénomène participe au développement 
des pathologies associées à l’obésité et du syndrome métabolique. 
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- La leptine est une hormone liporégulatrice régulant la capture des acides gras libres au 
niveau des cellules et les voies métaboliques intracellulaires. Elle favorise l’accumulation 
de triglycérides dans le tissu adipeux et l’inhibe dans les autres tissus en favorisant 
l’oxydation des acides gras. Dans le cas de la résistance à la leptine associée à l’obésité, 
l’incapacité de la leptine à induire ses effets liporégulateurs participe au stockage de 
triglycérides dans les tissus non-adipocytaires.  
 

 

II.3. La résistance à la leptine. 

 La leptine permet d’informer l’ensemble des tissus du statut métabolique de 

l’organisme. Elle participe à la régulation de la balance énergétique et joue également un rôle 

important dans le processus de liporégulation. Les niveaux plasmatiques de leptine étant 

proportionnels à la quantité de masse grasse, cette hormone participe au maintient des 

régulations physiologiques de l’organisme en cas de surpoids et permet de limiter ainsi les 

complications cliniques. Cependant, à partir d’une certaine concentration plasmatique en 

leptine (obésité sévère), cette hormone n’a plus d’effet au niveau central et périphérique. Ce 

phénomène, appelé résistance à la leptine, est caractéristique de la pathologie obésité. 

L’organisme est alors le lieu de profondes dérégulations liées en grande partie à l’inefficacité 

de la leptine, entraînant le développement des pathologies associées à l’obésité. 

 Les causes et les mécanismes d’établissement de la résistance à la leptine sont des 

processus encore mal définis à l’heure actuelle. A ce jour, plusieurs hypothèses sont 

envisagées par la communauté scientifique : 

- un défaut dans le transport de la leptine à travers la barrière hémato-encéphalique, 

- une diminution de l’expression de ObRb au niveau central et périphérique,  

- un défaut dans les voies de signalisation activées en réponse à la leptine (c’est l’hypothèse 

post-récepteur donnant un rôle prépondérant aux protéines SOCS-3 et PTP1B),  

- une altération du processus d’internalisation de la leptine. Ce quatrième point a été un des 

principaux axes d’étude au cours de mon travail de thèse et sera évoqué dans la partie 

Résultats – Discussion. 

 

II.3.a. Résistance centrale à la leptine et barrière hémato-encéphalique. 

 Comme nous l’avons vu précédemment, le transport de la leptine à travers la BHE est 

un phénomène saturable. Dans le cas de l’obésité caractérisée par une forte concentration 

plasmatique en leptine, ce transport est diminué. Ainsi, les effets de la leptine au niveau 

central sont amoindris, ce qui participe au phénomène de résistance à la leptine (Banks WA et 
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al. 1999). De plus chez les souris DIO, l’injection ICV de leptine induit l’activation de 

STAT3 (même faible) au niveau de l’hypothalamus. Au contraire, l’injection de leptine par 

voie intrapéritonéale (IP) n’a pas d’effet sur l’activation hypothalamique de STAT3 (El-

Haschimi K et al. 2000). 

 Néanmoins l’obésité ne semble pas associée à une diminution de l’expression de ObRa 

au niveau des micro-vaisseaux de la BHE, et le mécanisme par lequel le transport de la leptine 

à travers cette barrière est altéré dans les cas d’obésité reste inconnu (Hileman SM et al. 

2002). 

 

II.3.b. Résistance à la leptine et expression de ObR. 

 La résistance à la leptine est également la conséquence d’une diminution de 

l’expression du récepteur de la leptine, et plus particulièrement de l’isoforme ObRb 

(Widdowson PS et al. 1997). Il existe en effet une relation entre les taux plasmatiques de 

leptine et l’expression hypothalamique de ObRb, notamment au niveau de l’ARC. 

 Les expériences de DIO induisent progressivement l’obésité. Les états intermédiaires 

d’obésité sont caractérisés par : i) une augmentation de la masse grasse et une 

hyperleptinémie, ii) une diminution des effets de la leptine au niveau central suite à son 

injection périphérique uniquement, son injection ICV concervant la même efficacité. Dans 

cette situation, l’expression de ObRb au niveau de l’ARC est augmentée (Lin S et al. 2000). 

Cette augmentation permet de contrecarrer la baisse relative de leptine au niveau central 

résultant de l’altération de son transport à travers la BHE, et d’augmenter ainsi le signal 

physiologique de la leptine. Les états avancés de la DIO correspondant à une obésité sévère 

(résistance à la leptine centrale et périphérique et profond déséquilibre de la balance 

énergétique) sont caractérisés par une baisse hypothalamique de l’expression de ObRb qui 

participe au phénomène de résistance à la leptine. (Wilsey J et al. 2003; Tortoriello DV et al. 

2006). Concernant les rats ou souris résistants à la DIO, des données contradictoires sont 

retrouvées dans la littérature, avec soit une diminution, soit une augmentation de l’expression 

de ObRb (Wilsey J et al. 2003; Tortoriello DV et al. 2006).  

 

II.3.c. SOCS-3, PTP1B et résistance à la leptine. 

 Comme nous l’avons vu, SOCS-3 et PTB-1B sont des régulateurs négatifs des voies 

de signalisation activées par la leptine, ceci in vitro et in vivo (Baskin DG et al. 2000; 

Zabolotny JM et al. 2002). 
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SOCS-3 : 

 L’expression hypothalamique de SOCS-3, notamment au niveau de l’ARC, est 

augmentée in vivo par une injection de leptine (centrale ou périphérique),. De plus, son 

expression est également augmentée dans des modèles murins d’obésité (Bjorbaek C et al. 

1998a) et la déficience en SOCS-3 (SOCS-3 +/-) contrecarre le développement de l’obésité 

induite par une alimentation riche en lipides (Howard JK et al. 2004). SOCS-3 joue donc un 

rôle primordial dans la sensibilité des cellules à la leptine, et par conséquent, dans le 

phénomène de résistance à la leptine.  

 Au niveau du muscle squelettique, SOCS-3 a participe également à la régulation de 

l’oxydation des acides gras via l’activation de la voie AMPK par la leptine. Dans les modèles 

murins d’obésité induite par l’alimentation, l’expression de SOCS-3 est augmentée au niveau 

de ce tissu (Watt MJ et al. 2006). Chez l’individu obèse, l’activation de la voie AMPK est 

altérée dans les cellules musculaires isolées, en parallèle d’une augmentation de l’expression 

de SOCS-3 (Steinberg GR et al. 2006). De plus, la surexpression de SOCS-3 dans des cellules 

musculaires humaines isolées conduit à un défaut de l’activation de la voie AMPK en réponse 

à la leptine (Steinberg GR et al. 2006). SOCS-3 est donc également un médiateur de la 

résistance à la leptine au niveau du muscle squelettique, stimulant le stockage de triglycérides 

de ce tissu. 

 Au niveau du foie, l’inhibition de SOCS-3 chez les souris obèses DIO induit une 

augmentation de la sensibilité à la leptine, et améliore la stéatose hépatique en normalisant le 

niveau d’expression de SREBP1c (Ueki K et al. 2004). SOCS-3 est également exprimé au 

niveau des îlots de Langerhans. La surexpression de SOCS-3 spécifiquement au niveau de ces 

cellules réduit l’effet liporégulateur de la leptine en inhibant son action sur les enzymes du 

métabolisme cellulaire (Shimabukuro M et al. 1997; Wang Z et al. 2000).  

 

PTP1B : 

 Initialement, PTP1B était considéré comme un inhibiteur de l’action de l’insuline. Les 

souris PTP1B KO présentent, en plus de leur hypersensibilité à l’insuline, une résistance à 

l’obésité induite par une prise alimentaire riche en lipides (Elchebly M et al. 1999). Une étude 

récente a montré que les souris présentant un déficit en PTP1B spécifiquement au niveau 

central sont caractérisées par une perte de poids et une hypersensibilité à la leptine, alors que 

sa suppression au niveau périphérique (muscle et foie) n’induit aucune modification du poids 

total de l’animal (Bence KK et al. 2006). Ces auteurs suggèrent donc un rôle important de 

PTP1B dans l’établissement de la résistance à la leptine au niveau central. Cependant, aucune 
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modification dans l’expression hypothalamique de PTP1B n’a été observée dans les cas 

d’obésités murines ou humaine (Munzberg H, 2005). Au niveau périphérique par contre, 

l’expression de PTB1B est augmentée dans le foie des souris DIO, suggérant une implication 

de cette protéine dans le processus de résistance hépatique à la leptine (et à l’insuline) (Lam 

NT et al. 2006). A l’heure actuelle des compagnies pharmaceutiques testent des inhibiteurs de 

PTP1B dans le traitement de l’obésité et du syndrome métabolique (Dadke S et Chernoff J 

2003). 

 

 
- La résistance à la leptine - 

 
- L’obésité est caractérisée par des niveaux plasmatiques de leptine élevés et par une 
absence d’effet de cette hormone. Ce phénomène, appelé résistance à la leptine, est 
responsable en grande partie des dérégulations physiologiques caractéristiques de 
l’obésité et du développement des pathologies associées. Plusieurs mécanismes sont 
responsables de la résistance à la leptine : 
 
1- La diminution de l’efficacité du transport de la leptine à travers la BHE, diminuant  
l’action biologique de la leptine au niveau central. 
 
2- La modification de l’expression de ObRb. Chez le rat, l’expression hypothalamique 
de ObRb est augmentée dans les stades précoces du développement de l’obésité, 
améliorant la sensibilité à leptine. Au contraire, dans les stades avancés de l’obésité, 
l’expression hypothalamique de ObRb est diminuée. 
 
3- Un défaut d’activation des voies de signalisation induites par la leptine, impliquant les 
protéines PTP1B et SOCS-3. La surexpression au niveau central ou périphérique de ces 
protéines, induit une insensibilité des tissus-cibles à la leptine. L’obésité est caractérisée 
par une augmentation de l’expression hypothalamique de SOCS-3.  
 

 

III. Leptine et fonction cardiaque 

 L’obésité est associée à un risque cardio-vasculaire élevé, dû en partie à la résistance à 

l’insuline (diabète de type II) et à l’augmentation des taux de glucose sanguins. Cet excès de 

glucose est toxique et conduit à l’obstruction des artères et à la crise cardiaque. 

 L’obésité induit également des complications au niveau du tissu cardiaque lui-même, 

indépendamment des problèmes de diabète ou d’hypertension. La leptine a une action anti-

hypertrophique sur le cœur et le phénomène de résistance à la leptine participe à 

l’hypertrophie des cardiomyocytes caractéristique des cas d’obésité (Barouch LA et al. 2003). 

Cette hypertrophie participe au développement d’arythmies responsables d’arrêts cardiaques 
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(Zhang R et Reisin E 2000). La leptine participe également à la régulation de la contraction 

des cardiomyocytes, en stimulant l’activité de la « NO synthase » (NOS) (Nickola MW et al. 

2000). Des études ont également montré que la leptine inhibe la contraction des 

cardiomyocytes en agissant sur le raccourcissement de ces cellules ainsi que sur les courants 

calciques transitoires (Ren J et Relling DP 2006). 

 Nous avons étudié, en collaboration avec l’équipe du Pr Bonvallet, l’impact de la 

leptine sur les courants électriques qui contrôlent la contraction myocytaire, dans un modèle 

de cardiomyocytes ventriculaires isolés à partir de rats obèses DIO (voir Résultats-Discussion, 

Etude I et la partie Publications). 
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CHAPITRE 4 : Leptine, ghréline et fonction somatotrope.  
 

 L’hormone de croissance (GH) est une cytokine synthétisée et sécrétée principalement 

par les cellules somatotropes de l’adénohypophyse. Comme son nom l’indique, cette hormone 

est impliquée dans le processus de croissance des tissus. C’est en 1909 que Cushing démontra 

pour la première fois la relation entre glande hypophysaire et croissance corporelle. La GH a 

été isolée en 1944 à partir d’extraits hypophysaires de bovins (Li C et Evans H 1944). Chez 

les jeunes vertébrés, une sécrétion de GH plus faible que la normale induit le nanisme, tandis 

qu’une sécrétion de GH trop élevée conduit au gigantisme. 

 En plus de ce rôle initial de la GH, les études menées au cours des soixante dernières 

années ont permis d’élargir la fonction de cette hormone hypophysaire à d’autres processus 

physiologiques que la croissance et en particulier à la régulation de la balance énergétique.  

 

I. Hypophyse et cellules somatotropes. 

 L’hypophyse est considérée comme la glande endocrine par référence et joue un rôle 

majeur dans le contrôle de nombreuses fonctions physiologiques. Elle intègre des signaux 

hypothalamiques et périphériques et libére en réponse les hormones hypophysaires qui 

agissent sur différents tissus-cibles.  

 Anatomiquement, cette glande est localisée dans une cavité osseuse du corps 

sphénoïde, la selle turcique (Figure 24). L’hypophyse est reliée à l’hypothalamus au niveau du 

troisième ventricule par la tige pituitaire, et ce contact anatomique reflète le concept 

physiologique d’axe hypothalamo-hypophysaire. Elle est composée de deux lobes principaux 

(antérieur et postérieur) séparés par le lobe intermédiaire. Le système circulatoire de 

l’hypophyse est composé des veines hypophysaires supérieures (système porte ou plexus 

primaire) qui forment un premier réseau de capillaires au niveau de la « pars tuberalis » où 

sont libérées les neurohormones produites par les neurones hypothalamiques. Au sortir de la 

« pars tuberalis » se forme un second réseau de capillaires (plexus secondaire) qui irriguent le 

lobe antérieur et se collectent en une veine hypophysaire, drainant le sang contenant les 

hormones hypophysaires.  
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Fig 24: Anatomie de l’hypophyse.

L’hypophyse est localisée au niveau de la selle turcique de l’os sphénoïde et est reliée à l’hypothalamus au 
niveau du troisième ventricule par la tige pituitaire. Cette glande endocrine est composée d’un lobe antérieur  
(adénohypophyse) et d’un lobe postérieur (neurohypophyse) séparés par le lobe intermédiaire.

Fig 24: Anatomie de l’hypophyse.

L’hypophyse est localisée au niveau de la selle turcique de l’os sphénoïde et est reliée à l’hypothalamus au 
niveau du troisième ventricule par la tige pituitaire. Cette glande endocrine est composée d’un lobe antérieur  
(adénohypophyse) et d’un lobe postérieur (neurohypophyse) séparés par le lobe intermédiaire.

 

 

I.1. L’hypophyse. 

I.1.a. La neurohypophyse. 

 Le lobe postérieur de l’hypophyse ou neurohypophyse est une structure de type 

nerveuse. Les fibres nerveuses qui la composent correspondent aux prolongements axonaux 

de neurones dont le corps cellulaire est localisé au niveau de l’hypothalamus. Ainsi, les 

neurohormones sécrétées par le lobe postérieur sont en réalité synthétisées par des cellules 

nerveuses hypothalamiques spécialisées. Deux hormones sont sécrétées par la 

neurohypophyse : i) La vasopressine, (hormone antidiurétique ADH), régule la diurèse 

(inhibition) et la tension artérielle (effet vasoconstricteur). ii) L’ocytocine joue un rôle 

primordial chez la femme enceinte en régulant les contractions utérines lors de 

l’accouchement. Cette hormone stimule également les contractions des cellules 

myoépithéliales du sein.  

 

I.1.b. Le lobe intermédiaire. 

 Le lobe intermédiaire sépare les deux lobes principaux de l’hypophyse. Il est composé 

d’une seule population de cellules endocrines sécrétant la « Melanocyte-Stimulating 

Hormone » (MSH). 
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I.1.c. L’adénohypophyse. 

 Le lobe antérieur ou adénohypophyse regroupe la majorité des cellules endocrines de 

l’hypophyse. Il se prolonge vers la tige pituitaire par la « pars tuberalis » (Figure 25).  

 

Fig 25: Anatomie de l’adénohypophyse et de son système circulatoire.

Les neurohormones hypothalamiques régulant la sécrétion des hormones adénohypophysaires sont libérées 
dans les veines hypophysaires supérieures composant le plexus primaire. Au sortir de la tige pituitaire, il se 
forme un second réseau de capillaires ou plexus secondaire qui irrigue l’adénohypophyse et se collecte en 
une veine hypophysaire, drainant les hormones adénohypophysaires GH, PRL, ACTH, LH/FSH et TSH.

Fig 25: Anatomie de l’adénohypophyse et de son système circulatoire.

Les neurohormones hypothalamiques régulant la sécrétion des hormones adénohypophysaires sont libérées 
dans les veines hypophysaires supérieures composant le plexus primaire. Au sortir de la tige pituitaire, il se 
forme un second réseau de capillaires ou plexus secondaire qui irrigue l’adénohypophyse et se collecte en 
une veine hypophysaire, drainant les hormones adénohypophysaires GH, PRL, ACTH, LH/FSH et TSH.  

 

 Six hormones sont synthétisées et sécrétées par des cellules endocrines spécialisées de 

l’adénohypophyse, dont la GH et des hormones trophiques (trophiques car elles agissent sur 

d’autres glandes endocrines, contrairement à la GH qui peut agir directement sur ses tissus-

cibles) : l’hormone thyréotrope (TSH) qui régule la synthèse des hormones thyroïdiennes ; 

l’hormone adrénocorticotrophe (ACTH) qui stimule la synthèse des corticostéroïdes ; 

l’hormone folliculo-stimulante (FSH) qui régule la gamétogenèse; l’hormone lutéinisante 

(LH) qui régule la production d’androgènes et d’oestrogènes/progestérone; FSH et LH 

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

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

 Les cellules somatotropes (cellules GH) synthétisent et sécrètent la GH, et représentent 

la principale source de GH plasmatique. La GH est également synthétisée par de nombreux 

tissus de l’organisme (synthèse ectopique) et l’expression de son récepteur GH-R est 

ubiquitaire. 

 Les cellules GH sont majoritaires au sein de l’adénohypophyse (40-60% des cellules 

endocrines). Une étude à laquelle j’ai participé montre que les cellules somatotropes ne sont 

pas distribuées aléatoirement parmi les autres types cellulaires endocrines de 

l’adénohypophyse ((Bonnefont X et al. 2005) et le chapitre publications) (Figure 26)  . En 

effet, elles sont reliées entre elles par des contacts cellulaires cellules GH / cellules GH, 

formant un véritable réseau tridimensionnel (3D) à grande échelle au sein de l’hypophyse 

(Bonnefont X et al. 2005). Ce réseau est composé d’amas de cellules GH, ainsi que de 

cordons  unicellulaires (alignement de plusieurs cellules GH en file indienne). Cette 

organisation tridimensionnelle évolue de l’embryon au stade adulte, en relation avec la 

sécrétion de GH. Bien que la fonction précise de ce réseau GH soit encore mal définie, une 

telle organisation des cellules somatotropes est nécessaire pour une sécrétion de GH optimale.  

 

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

A. Image d’un « stack » de cellules GH (70 µm d’épaisseur) obtenue par microscopie bi-photonique. B. Le 
même « stack » analysé par « 3D orthogonal slicing ». C. Représentation à l’échelle de l’hypophyse entière 
de l’organisation 3D des cellules GH. D,E. Images de microscopie électronique montrant les contacts 
cellulaires entre cellules GH. D’après Bonnefont X et al, 2005.

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

A. Image d’un « stack » de cellules GH (70 µm d’épaisseur) obtenue par microscopie bi-photonique. B. Le 
même « stack » analysé par « 3D orthogonal slicing ». C. Représentation à l’échelle de l’hypophyse entière 
de l’organisation 3D des cellules GH. D,E. Images de microscopie électronique montrant les contacts 
cellulaires entre cellules GH. D’après Bonnefont X et al, 2005.  
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II. Régulation de la sécrétion de GH. 

II.1. Caractéristiques de la sécrétion de GH. 

 Une des caractéristiques principales de la sécrétion de GH est son évolution au cours 

de la vie d’un individu. Bien que la GH ne semble pas impliquée directement dans la 

croissance du fœtus, celle-ci est synthétisée par l’hypophyse dès le stade embryonnaire (70ème 

jour chez l’homme, E15-E16 chez la souris et le rat) (Begeot M et al. 1977). Chez l’homme et 

les rongeurs, la sécrétion de GH augmente fortement juste après la naissance, puis revient à un 

niveau faible jusqu’à la puberté. Pendant cette période de maturation sexuelle, la sécrétion de 

GH est maximale puis celle-ci diminue progressivement avec l’âge (Figure 27). 

 La GH sécrétée par les cellules somatotropes correspond à de la GH néo-synthétisée 

ou stockée dans des granules de sécrétion, permettant une libération d’hormone en grande 

quantité sur un temps très court. La sécrétion de GH n’est pas continue dans le temps mais 

pulsatile : elle est caractérisée par une sécrétion basale ponctuée par des pics de sécrétion. Le 

niveau plasmatique de GH reflète ces épisodes transitoires de sécrétion. Ce profil de sécrétion 

particulier est indispensable pour une action biologique optimale de la GH. 
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Fig 27: Evolution de la sécrétion de GH avec l’âge chez le rat.
L’amplitude et la fréquence des pics de sécrétion de GH sont maximales au cours de la maturation sexuelle 
puis diminuent progressivement avec l’âge. D’après Kappeler L et al., 2004a.
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Fig 27: Evolution de la sécrétion de GH avec l’âge chez le rat.
L’amplitude et la fréquence des pics de sécrétion de GH sont maximales au cours de la maturation sexuelle 
puis diminuent progressivement avec l’âge. D’après Kappeler L et al., 2004a.

 

 

 Les pics de sécrétion de GH ne sont pas aléatoirement distribués dans le temps, même 

s’il existe une variabilité entre individus (variabilité très faible chez les rongeurs dans les 

conditions d’élevage en animalerie). L’amplitude et la fréquence des pics de sécrétion varient 

en fonction de nombreux paramètres physiologiques comme l’activité physique, le sommeil, 

le stress, la prise alimentaire… La sécrétion de GH est finement régulée par de nombreux 
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acteurs périphériques et centraux, et notamment par les sécrétagogues hypothalamiques 

« Growth Hormone-Releasing Hormone » (GHRH) et « Somatotropin- Releasing Inhibiting 

Factor » (SRIF).  

 

II.2. Les sécrétagogues hypothalamiques GHRH et SRIF. 

II.2.a. GHRH. 

 Le GHRH ou GRF (« GH-Releasing Factor ») est synthétisé dans des neurones 

hypothalamiques spécialisés, localisés principalement au niveau de l’ARC, et à un moindre 

degré au niveau de l’hypothalamus ventro-médian (VMH) (Bloch B et al. 1983). Ce 

neuropeptide est sécrété dans le système circulatoire hypophysaire à partir de terminaisons 

nerveuses localisées au niveau de la pars tuberalis. Le GHRH est également synthétisé dans 

d’autres tissus périphériques et au niveau de l’hypophyse où il pourrait agir au niveau local 

(action paracrine/autocrine) sur la régulation de la sécrétion de GH (Rauch C et al. 1995). 

 In vivo, le GHRH stimule la synthèse et la sécrétion de GH, ainsi que la prolifération 

et la différenciation des cellules somatotropes. L’absence de GHRH entraîne la suppression de 

la sécrétion de GH. Le récepteur du GHRH (GHRH-R) appartient à la famille des RCPG. Son 

activation dans les cellules somatotropes stimule l’expression et l’activation du facteur de 

transcription Pit-1, impliqué notamment dans la transcription du gène gh. Elle provoque 

également la dépolarisation des cellules GH par l’activation de canaux calciques et 

potassiques, conduisant à l’exocytose de la GH contenue dans les grains de sécrétion 

(Barinaga M et al. 1985).  

 

II.2.b. SRIF (ou somatostatine).  

 Le SRIF est synthétisé dans des neurones spécialisés, localisés principalement au 

niveau des noyaux péri- et paraventriculaires hypothalamiques. Il est également exprimé dans 

d’autres tissus comme le pancréas, l’estomac et l’intestin. Le SRIF est également, comme le 

GHRH, synthétisé dans l’hypophyse où il influence la sécrétion de GH par son action 

paracrine (Pagesy P et al. 1989). 

 Le SRIF est sécrété dans le système porte hypophysaire à partir de terminaisons 

nerveuses localisées au niveau de la « pars tuberalis ». In vivo, ce neuropeptide inhibe la 

sécrétion de GH mais ne semble avoir aucun effet sur la synthèse de cette hormone et sur la 

prolifération des cellules somatotropes (Namba H et al. 1989). Le récepteur de la 

somatostatine (stt-R) appartient à la famille des RCPG. A l’heure actuelle, cinq isoformes du 
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sst-R (sst-1R à sst-5R) ont été décrites, mais seules les isoformes 1, 2 et 5 sont impliquées 

directement dans la régulation de la sécrétion de GH. L’activation des sst-R et des voies de 

signalisation sous-jacentes conduit à l’inhibition de la sécrétion de GH, via la régulation de 

canaux potassiques et calciques. 

 

II.1.c. Intégration des signaux GHRH et SRIF par les cellules 

somatotropes. 

 Le SRIF et le GHRH inhibe et stimule respectivement la sécrétion de GH, mais le 

SRIF régule également la réponse des cellules somatotropes au GHRH et réciproquement. Le 

motif pulsatil caractéristique de la sécrétion de GH est la conséquence d’un équilibre 

complexe entre ces deux sécrétagogues hypothalamiques.  
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Fig 28: Intégration des signaux GHRH et SRIF par les cellules somatotropes.

Chez l’homme et les rongeurs, la génération des pics épisodiques de GH est le résultat d’une sécrétion de 
GHRH augmentée, associée à une diminution de la sécrétion de SRIF. Les pics de sécrétion de GH peuvent 
également résulter d’une sécrétion de GHRH continue, associée à une sécrétion de SRIF diminuée. D’après 
Harvey S et al. 1994.
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Fig 28: Intégration des signaux GHRH et SRIF par les cellules somatotropes.

Chez l’homme et les rongeurs, la génération des pics épisodiques de GH est le résultat d’une sécrétion de 
GHRH augmentée, associée à une diminution de la sécrétion de SRIF. Les pics de sécrétion de GH peuvent 
également résulter d’une sécrétion de GHRH continue, associée à une sécrétion de SRIF diminuée. D’après 
Harvey S et al. 1994.  

 

Chez l’homme et les rongeurs, la génération des pics épisodiques de GH est le résultat 

d’une sécrétion de GHRH augmentée, associée à une diminution de la sécrétion de SRIF 

(Figure 28). Le SRIF est considéré comme le principal régulateur de la fréquence des pics de 

sécrétion. Ainsi un pic de GH peut résulter d’une sécrétion de GHRH continue et inchangée, 

associée à une sécrétion de SRIF diminuée (Figure 28). Cependant, la persistance d’une 
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sécrétion pulsatile en absence de SRIF et sous stimulation continue de GHRH suggère que le 

GHRH peut également induire des phases épisodiques de sécrétion de GH (Harvey S et al. 

1994). Entre deux pics de sécrétion de GH, la sécrétion de GHRH est faible, tandis que la 

sécrétion de SRIF est élevée.  

 

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

Le GHRH et la somatostatine ((SS) ou SRIF) régulent la sécrétion de GH qui en retour inhibe la sécrétion de 
GHRH et stimule celle de SRIF. La GH stimule la production d’IGF-I qui en retour inhibe la sécrétion de 
GH au niveau hypophysaire, stimule la sécrétion de SRIF et inhibe celle de GHRH au niveau 
hypothalamique.
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Fig 29: L’axe somatotrope et ses boucles de rétrocontrôle négatif. 

Le GHRH et la somatostatine ((SS) ou SRIF) régulent la sécrétion de GH qui en retour inhibe la sécrétion de 
GHRH et stimule celle de SRIF. La GH stimule la production d’IGF-I qui en retour inhibe la sécrétion de 
GH au niveau hypophysaire, stimule la sécrétion de SRIF et inhibe celle de GHRH au niveau 
hypothalamique.
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II.3. L’axe somatotrope et les boucles de rétrocontrôle négatif. 

 L’axe somatotrope (axe GH) est composé des neurones hypothalamiques GHRH et 

SRIF, des cellules GH et du foie qui sécrète l’ «Insulin-like Growth Factor-I » (IGF-I) ou 

somatomédine C (Figure 29). La GH stimule la sécrétion d’IGF-I. La GH exerce ses effets 

biologiques directement ou via IGF-I, et selon les tissus-cibles la GH et IGF-I agissent en 

synergie ou au contraire induisent des effets opposés. 

 IGF-I régule la sécrétion de GH, par un processus de rétrocontrôle négatif. Ainsi, IGF-

I inhibe la synthèse et la sécrétion de GH en agissant directement au niveau hypophysaire, ou 

en stimulant la sécrétion de SRIF et inhibant celle du GHRH au niveau hypothalamique (Sato 

M et Frohman LA 1993). La GH elle-même effectue une boucle de rétrocontrôle négatif au 

niveau hypothalamique où elle inhibe la sécrétion de GHRH et stimule celle de SRIF (Figure 
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29) (Giustina A et Veldhuis JD 1998). Ces systèmes de rétrocontrôle participent fortement à 

l’établissement de la sécrétion pulsatile caractéristique de la GH. 

 

II.4. Les signaux périphériques. 

 L’axe somatotrope et la sécrétion de GH sont régulés par de nombreux signaux 

périphériques. Nous ne détaillerons pas ici ces différents régulateurs, qui sont très bien décrits 

dans l’excellente revue de Giustina et Veldhuis (Giustina A et Veldhuis JD 1998). 

 

II.5. Nutrition, glycémie, acides gras libres et sécrétion de GH. 

II.5.a. La prise alimentaire. 

 Le statut nutritionnel de l’organisme est l’un des régulateurs de la sécrétion de GH. 

Chez les rongeurs, la restriction alimentaire induit une forte réduction du taux de GH 

plasmatique (Janowski BA et al. 1993). Cependant, et c’est un point important à préciser pour 

comprendre les différentes études publiées sur le sujet, la sécrétion de GH est augmentée par 

la restriction alimentaire chez l’homme, les primates, le lapin, la vache, le porc, le mouton… 

 Chez l’homme, le niveau de GH plasmatique augmenté par le jeûne est le résultat 

d’une augmentation de la fréquence et de l’amplitude des pics sécrétion de GH, conséquence 

d’une augmentation de la sécrétion de GHRH associée à une réduction de celle du SRIF. Bien 

évidemment, les modifications de la sécrétion de ces sécrétagogues hypothalamiques sont 

liées aux réarrangements hormonaux et métaboliques associés à la restriction alimentaire. 

 

II.5.b. La glycémie et l’insuline. 

 L’hypoglycémie stimule la sécrétion de GH chez l’homme tandis que l’hyperglycémie 

l’inhibe chez l’homme et le rat (Masuda A et al. 1985; Harvey S et al. 1994). Curieusement, 

chez la souris la glycémie ne semble pas participer à la régulation de la sécrétion de GH 

(Harvey S et al. 1994). Cet effet du glucose est médié principalement par l’hypothalamus, via 

des neurones sensibles au glucose régulant l’activité des neurones à GHRH et SRIF (Harvey S 

et al. 1994). Le glucose agit également au niveau hypophysaire en inhibant la sécrétion de GH 

en réponse au GHRH (mais pas la sécrétion basale) dans un modèle de culture de cellules 

hypophysaires de rat (Renier G et Serri O 1991). 

 L’insuline, en plus de son action sur la glycémie, participe directement à la régulation 

de la sécrétion de GH. Cette hormone pancréatique agit au niveau hypothalamique en 

stimulant la sécrétion de SRIF chez les rongeurs et l’homme (Harvey S et al. 1994). Une 
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action hypophysaire de l’insuline sur la sécrétion de GH reste soumise à controverse, 

principalement à cause des études contradictoires concernant l’expression hypophysaire du 

récepteur de l’insuline. Cependant des études ont détecté l’expression du récepteur de 

l’insuline dans l’hypophyse,  et de nombreux résultats convaincants ont été obtenus dans des 

modèles de culture de cellules hypophysaires (Yamashita S et Melmed S 1986; Luque RM et 

Kineman RD 2006). Chez le rat, l’insuline augmente la quantité plasmatique d’IGF-I 

biologiquement active en induisant une diminution des taux plasmatiques de sa « binding-

protein », et augmente ainsi la boucle de rétrocontrôle négatif de l’IGF-I sur la sécrétion de 

GH (Brismar K et al. 1994; Frystyk J et al. 1995). 

 

II.5.c. Les acides gras libres (FFA). 

 La GH exerce un effet lipolytique sur le tissu adipeux, induisant une libération de 

glycérol et de FFA dans la circulation sanguine (Dieguez C et Casanueva FF 1995). Les FFA 

inhibent en retour la sécrétion de GH chez l’homme et les rongeurs (Imaki T et al. 1985; 

Alvarez CV et al. 1991). L’effet des FFA sur la sécrétion de GH est médié par une 

augmentation de l’expression et de la sécrétion de SRIF au niveau hypothalamique (Imaki T 

et al. 1986). Cependant les FFA agissent principalement sur la sécrétion de la GH au niveau 

hypophysaire (Casanueva FF et al. 1987; Alvarez CV et al. 1991).  

 

III. GH et métabolisme. 

III.1. GH et contrôle central de la balance énergétique. 

 GH-R est exprimé au niveau de l’hypothalamus, le site principal de la régulation de la 

prise alimentaire. Selon les études, l’injection de GH augmente la prise alimentaire chez les 

rongeurs ou n’a pas d’effet (Clark RG et al. 1985; Azain MJ et al. 1995). Cette différence 

peut s’expliquer par le mode d’injection de la GH et soulève la question de la différence entre 

les effets périphériques et centraux de la GH. La GH est également exprimée au niveau du 

système nerveux central et plus particulièrement de l’hypothalamus (Hojvatb H et al. 1982; 

Gossard F et al. 1987). Une étude récente montre que les souris transgéniques surexprimant la 

GH au niveau central sont caractérisées par une augmentation de la prise alimentaire 

conduisant à l’obésité. Ces souris sont également caractérisées par une augmentation de 

l’expression hypothalamique de AgRP et NPY (Bohlooly-Y M  et al. 2005). Ces données 

montrent l’impact de la GH sur la régulation de la balance énergétique et l’interconnection 

entre cette hormone et le réseau des neuropeptides orexigènes. 
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  Les souris GH-R KO présentent un phénotype complexe. En plus d’un défaut de 

croissance et d’un retard de la maturité sexuelle, leur niveau de GH plasmatique est élevé tout 

au long de leur vie (Zhou Y et al. 1997; Chandrashekar V et al. 1999; Coschigano KT et al. 

2000). Ces souris sont également caractérisées par une augmentation de la prise alimentaire, 

des taux circulants de leptine et de la masse grasse. (Berryman DE et al. 2004). Chez 

l’homme adulte, les patients atteints par une déficience en GH sont plus sensibles à l’obésité 

que les individus sains ; le traitement de remplacement de la GH induit une baisse de la masse 

grasse chez ces malades (Bengtsson BA et al. 1993), et de façon contradictoire une 

augmentation de la prise alimentaire (Snel Y et al. 1995). 

 

III.2. GH et métabolisme glucidique. 

 La GH a un effet anti-insuline, chez les rongeurs et chez l’homme, excepté dans 

certains cas particuliers (Press M 1988). Les acromégales sont même diabétiques. Tandis que 

l’insuline stimule la lipogenèse et l’utilisation du glucose, la GH stimule la lipolyse et 

participe au maintien de la concentration plasmatique en glucose. 

 Chez l’homme, l’injection de GH entraîne, après une action « insulin-like » transitoire 

(baisse du taux de glucose), une réduction de la sensibilité de l’organisme à l’insuline (par 

l’inhibition des substrats des récepteurs à insuline IRS1 et IRS2 et de la synthèse des 

transporteurs de glucose GLUT-1 et GLUT-4 (Smith TR et al. 1997)). Par voie de 

conséquence, le taux de glucose circulant augmente et l’utilisation du glucose par le muscle 

squelettique notamment diminue. La GH stimule également la production de glucose par le 

foie en stimulant la glycogénolyse, directement ou via la stimulation de la production de 

glucagon par le pancréas. Ainsi, chez l’homme, l’augmentation de la sécrétion de GH au 

cours du jeûne tend à prévenir la réduction des taux plasmatiques de glucose. 

 IGF-I a, contrairement à la GH, une action « insulin-like » permanente et est donc, en 

plus du médiateur de la GH dans la croissance, un modulateur des effets de la GH sur le 

métabolisme. Cependant,  même si l’injection d’IGF-I chez l’homme réduit la résistance à 

l’insuline induite par la GH (Hussain M et al. 1994), les experts s’accordent pour dire que la 

quantité plasmatique d’IGF-I biologiquement active dans des conditions physiologiques 

standard ne semble pas suffisante pour avoir une action significative sur l’utilisation du 

glucose par les tissus (Harvey S et al. 1994). 
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III.3. GH et métabolisme lipidique. 

 La GH a une action lipolytique. L’injection de GH chez l’homme et les rongeurs 

entraîne une augmentation des FFA et du glycérol dans le sang (Copeland KC et Nair KS 

1994). La GH inhibe en parallèle le stockage des triglycérides dans le tissu adipeux. Dans 

l’ensemble des tissus périphériques, elle stimule l’oxydation des FFA circulants. 

 Chez l’homme et les rongeurs, l’injection aiguë d’IGF-I stimule le stockage des FFA 

et la différenciation/prolifération adipocytaire. Cependant, l’infusion continue d’IGF-I semble 

avoir un effet lipolytique comme la GH, suggérant que contrairement au métabolisme 

glucidique, la GH et IGF-I ont une action synergique sur le métabolisme lipidique (Hussain M 

et al. 1994). 

 

III.4. GH et métabolisme protéique. 

 La GH a un effet anabolique sur le métabolisme protéique. Ainsi, chez les rongeurs et 

chez l’homme, la GH stimule l’absorption des acides aminés par les cellules des tissus 

périphériques, notamment le muscle squelettique où elle stimule également l’activité 

transcriptionelle. Chez les patients atteints de déficience en GH, le traitement de 

remplacement de la GH induit une augmentation de la synthèse protéique dans l’ensemble des 

tissus (Russell-Jones D et al. 1993).  

 L’administration d’IGF-I (injection aiguë ou par infusion) induit une augmentation de 

la synthèse protéique dans les tissus-cibles (Fryburg D 1994; Russell-Jones D et al. 1994). 

Concernant le métabolisme protéique, IGF-I et GH agissent en synergie, et l’hormone de 

croissance induit ses effets directement ou via IGF-I.  

 

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

 
- La GH est synthétisée et sécrétée principalement par les cellules somatotropes de 
l’adénohypophyse. Ces cellules sont organisées en un réseau 3D à grande échelle au sein 
du parenchyme adénohypophysaire. 
 
- La sécrétion de GH est pulsatile et cette pulsatilité est indispensable pour son action 
physiologique optimale. La GH peut agir sur ses tissus cibles directement ou via la 
synthèse d’IGF-1 par le foie. 
 
- La sécrétion de GH est régulée principalement par les sécrétagogues hypothalamiques 
GHRH (stimulateur) et SRIF (inhibiteur), et par de nombreux autres facteurs agissant 
au niveau hypothalamique sur ces sécrétagogues ou au niveau des cellules somatotropes 
directement.  
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- La GH et IGF-1 inhibent la sécrétion de GH par un mécanisme de rétrocontrôle 
négatif.  
 
- La restriction alimentaire inhibe la sécrétion de GH chez les rongeurs tandis qu’elle la 
stimule chez l’homme. L’hypoglycémie stimule la sécrétion de GH chez l’homme tandis 
que l’hyperglycémie l’inhibe chez l’homme et le rat. L’insuline inhibe la sécrétion de GH 
chez l’homme et les rongeurs en agissant au niveau hypothalamique, hypophysaire, et en 
augmentant la quantité d’IGF-1 biologiquement active et son rétrocontrôle. Les acides 
gras libres inhibent également la sécrétion de GH chez l’homme et les rongeurs. 
 
- La GH est impliquée dans le contrôle de la balance énergétique et régule la prise 
alimentaire en agissant au niveau de l’hypothalamus. Chez l’homme, la GH a effet anti-
insuline et participe au maintien de la concentration plasmatique en glucose. La GH a 
une action lipolytique chez l’homme et les rongeurs, et inhibe le stockage des 
triglycérides dans le tissu adipeux. Elle favorise également l’oxydation des FFA 
circulants comme source d’énergie dans l’ensemble des tissus. La GH a un effet 
anabolique sur le métabolisme protéique, chez l’homme et les rongeurs. 
 

 

IV. La leptine et l’axe somatotrope. 

 La leptine régule la sécrétion de GH, et ce fait est communément admis par l’ensemble 

de la communauté scientifique (Casanueva FF et Dieguez C 1999; Ahima RS et Flier JS 

2000). Cependant, cette régulation est un phénomène complexe à étudier et il existe de 

nombreuses informations contradictoires, notamment sur le mode d’action de la leptine sur la 

sécrétion de GH. Les variations obtenues entre les différentes études dépendent 

principalement du modèle animal utilisé, des conditions nutritionnelles et du mode 

d’administration de la leptine 

. 

IV.1. Leptine et sécrétion de GH. 

  

Chez le rat alimenté, l’infusion ICV de leptine pendant sept jours (1.2 µg/jour) 

augmente l’amplitude des pics de GH et la réponse au GHRH,  tandis que l’injection ICV 

aiguë de leptine n’induit pas de modification de la sécrétion de GH (Carro E et al. 1997; 

Tannenbaum GS et al. 1998). Cependant, une seule injection ICV d’anticorps anti-leptine 

(immuno-neutralisation) induit une baisse de la sécrétion spontanée de GH ( Figure 30) (Carro 

E et al. 1997). Chez le rat soumis à une restriction alimentaire de trois jours, la sécrétion de 

GH disparait, mais l’injection ICV de leptine (10 µg/jour pendant les trois jours de restriction) 

prévient la baisse de GH (Figure 30) (Carro E et al. 1997; Vuagnat B et al. 1998). Ces 
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données suggèrent que la leptine stimule la sécrétion de GH chez le rat, mais que la 

concentration endogène de cette hormone adipocytaire exerce un effet maximal dans des 

conditions standard. L’action de la leptine sur la GH est donc dépendante du statut 

métabolique de l’animal (alimenté versus en restriction alimentaire).   
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Fig 30: Effets de l’injection ICV de leptine sur la sécrétion de GH.

Ces graphiques représentent les profils de sécrétion de GH chez le rat contrôle alimenté ou soumis à une 
restriction alimentaire, après une injection ICV d’anticorps anti-leptine (Ac-leptine) ou de leptine (10 µg). 
D’après Carroet al, 1997.
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Fig 30: Effets de l’injection ICV de leptine sur la sécrétion de GH.

Ces graphiques représentent les profils de sécrétion de GH chez le rat contrôle alimenté ou soumis à une 
restriction alimentaire, après une injection ICV d’anticorps anti-leptine (Ac-leptine) ou de leptine (10 µg). 
D’après Carroet al, 1997.  

 

Chez l’homme, la restriction alimentaire stimule la sécrétion de GH, et logiquement la 

leptine semble avoir un effet inhibiteur sur sa sécrétion (Roh S-G et al. 2001). Cependant, la 

synthèse et la sécrétion de GH sont altérées chez les rongeurs et les patients atteints d’une 

déficience en leptine ou en récepteur de la leptine, suggérant un effet stimulateur de cette 

hormone adipocytaire sur la sécrétion de GH (Tannenbaum GS et al. 1990; Clement K et al. 

1998; Ozata M et al. 1999). 
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IV.2. Mode d’action de la leptine sur la sécrétion de GH. 

 Il existe de nombreuses informations contradictoires dans ce domaine. Si l’action 

hypothalamique de la leptine dans la régulation de la sécrétion de GH fait consensus, un effet 

direct au niveau hypophysaire reste soumis à controverse. 

 

IV.2.a. Au niveau hypothalamique. 

 ObRb est exprimé au niveau de l’ARC, du VMH et du PVN, où sont localisés 

principalement les corps cellulaires des neurones à GHRH et SRIF (Jacobowitz D et al. 1983; 

Kiyama H et Emson P 1990). Il existe logiquement un lien entre la leptine et ces deux 

sécrétagogues hypothalamiques.  

 

Fig 31: Effets du GHRH et du SRIF sur la régulation de la sécrétion de la GH par la leptine.

Ces graphiques représentent des profils de sécrétion de GH chez le rat soumis à une restriction alimentaire 
après une injection ICV d’anticorps anti-SRIF (Ac-SRIF) ou anti-GHRH (Ac-GHRH) seule (panneaux de 
gauche) ou associée à une injection de leptine (10 µg; panneaux de droite). D’après Carroet al, 1999.
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Fig 31: Effets du GHRH et du SRIF sur la régulation de la sécrétion de la GH par la leptine.

Ces graphiques représentent des profils de sécrétion de GH chez le rat soumis à une restriction alimentaire 
après une injection ICV d’anticorps anti-SRIF (Ac-SRIF) ou anti-GHRH (Ac-GHRH) seule (panneaux de 
gauche) ou associée à une injection de leptine (10 µg; panneaux de droite). D’après Carroet al, 1999.
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 Chez le rat soumis à une restriction alimentaire, l’injection ICV d’anticorps anti-

GHRH bloque l’effet stimulateur de la leptine sur la sécrétion GH, tandis que l’injection 
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d’anticorps anti-SRIF le stimule (Figure 31) (Carro E et al. 1999). Chez les rats 

hypophysectomisés (absence du rétrocontrôle négatif hypothalamique de la GH), l’injection 

ICV de leptine induit une augmentation de l’expression du GHRH et une diminution de 

l’expression de SRIF (Carro E et al. 1999). Dans un modèle de culture primaire de neurones 

hypothalamiques, la leptine inhibe l’expression de SRIF et sa sécrétion (Quintela M et al. 

1997).  

 Le neuropeptide NPY joue un rôle prépondérant dans la régulation de la sécrétion de 

GH. Comme nous l’avons vu, la leptine inhibe la synthèse et la sécrétion de NPY au niveau 

de l’ARC. Chez le rat alimenté, l’injection ICV de NPY induit une suppression totale ou 

partielle de la sécrétion de GH, mais il existe des données contradictoires dans la littérature 

(Rettori V et al. 1990; Pierroz DD et al. 1996). Chez le rat en restriction alimentaire, 

l’injection ICV de NPY inhibe l’effet de la leptine sur la sécrétion de GH (Carro E et al. 

1998). Les neurones NPY de l’ARC sont connectés aux neurones SRIF du PVN et l’injection 

de NPY stimule la sécrétion de SRIF au niveau de la tige pituitaire (Hisano S et al. 1990; 

Rettori V et al. 1990). Il existe également un lien fonctionnel entre les neurones NPY et les 

neurones GHRH. L’injection ICV de NPY induit une diminution de l’expression de GHRH 

chez le rat et la souris contrôles (Raposinho PD et al. 2001). Cependant, l’expression du 

GHRH n’est pas altérée chez les souris ob/ob malgré l’expression de NPY élevée, suggérant 

que la relation entre NPY et GHRH est dépendante du statut métabolique (Luque RM et al. 

2006b; Luque RM et Kineman RD 2006). Ainsi, l’inhibition des neurones NPY par la leptine 

induit une augmentation de la sécrétion de GH en stimulant l’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 GH, directement au niveau hypophysaire, est 

soumise à controverse, principalement à cause de la variété des données existantes sur 

l’expression hypophysaire du récepteur de la leptine. Ainsi, si l’expression de l’isoforme 

courte ObRa au niveau de l’hypophyse est généralement admise, la présence de ObRb dans 

cette glande endocrine fait débat. Dans tous les cas, il ne faut surtout pas oublier les 

nombreuses évidences concernant la capacité de ObRa à activer des voies de signalisation en 

réponse à la leptine, même si la majorité de ces études ont été réalisées in vitro. ObRa peut via 

la voie IRS/PI3K réguler l’activation de canaux potassiques, le système NO, ainsi que la 

quantité d’AMPc, des composants majeurs du processus de sécrétion de la GH. La capacité de 
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ObRa à induire des voies de signalisation in vivo dans les cellules somatotrophes n’a pas été 

étudiée jusqu’à présent.  

 

Expression hypophysaire de ObR. 

 Chez l’homme, l’équipe de Lloyd a mis en évidence, par RT-PCR et hybridation in 

situ, l’expression de ObRa et ObRb dans l’hypophyse adulte et dans les adénomes GH (Jin L 

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

(Dieterich K et Lehnert H 1998). De façon contradictoire, l’équipe de Melmed a montré que si 

ObRa est exprimé dans l’hypophyse à tous les âges, ObRb n’est exprimé qu’au stade fœtal et 

est absent chez l’adulte, excepté dans les adénomes GH (Shimon I et al. 1998). 

 

Fig 32: Expression de ObRa et ObRb dans l’hypophyse.

A. Analyse par RT-PCR de l’expression de ObRa et ObRb dans l’hypophyse, chez l’homme. 1: hypophyse 
normale. 4 et 5: adénomes GH. 
B. Même analyse chez le rat. 1: hypophyse normale. 3: lignée GH3. D’après Jin L et al, 1999 et 2000.
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Fig 32: Expression de ObRa et ObRb dans l’hypophyse.

A. Analyse par RT-PCR de l’expression de ObRa et ObRb dans l’hypophyse, chez l’homme. 1: hypophyse 
normale. 4 et 5: adénomes GH. 
B. Même analyse chez le rat. 1: hypophyse normale. 3: lignée GH3. D’après Jin L et al, 1999 et 2000.
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 Chez le rat, ObRa et ObRb sont exprimés dans l’hypophyse fœtale et adulte (Figure 

32) (Morash B et al. 1999; Jin L et al. 2000; Morash B et al. 2001). ObRb est exprimé dans 

l’adénohypophyse de souris adultes  (Cai A et Hyde JF 1998). Chez la brebis et le porc, ObRb 

et ObRa sont exprimés au niveau hypophysaire (Dyer CJ et al. 1997; Lin J et al. 2000).  
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 Par la technique d’immuno-marquage, en utilisant un anticorps reconnaissant 

l’ensemble des isoformes de ObR,  l’équipe de Clarke a mis en évidence une expression 

d’ObR dans environ 70% des cellules GH chez le mouton (Iqbal J et al. 2000). Chez le rat, 

l’équipe de Osamura a montré l’expression de ObR dans 90% des cellules GH (Sone M et al. 

2001). 

 

Action directe de la leptine sur les cellules somatotropes : 

 Chez l’homme, la leptine stimule la sécrétion de GH dans des cultures d’hypophyses 

fœtales (Shimon I et al. 1998).  

 Chez le rat, la leptine (20 µg/mL) stimule la sécrétion basale de GH dans un modèle de 

culture primaire de cellules adénohypophysaires alors qu’une concentration de 200 µg/mL de 

leptine n’a aucun effet sur la sécrétion de GH. Cependant ces deux doses de leptine (20 

µg/mL et 200 µg/mL) potentialisent la réponse au GHRH  (Mizuno I et al. 1999). Chez la 

souris, la leptine (10 et 100 ng/ml) stimule la sécrétion de GH dans un modèle de culture 

primaire de cellules adénohypophysaires, mais n’a pas d’effet sur l’expression ARNm de la 

GH (Luque RM et al. 2006b).  

 Chez le porc, la leptine stimule la sécrétion de GH lorsqu’elle est appliquée sur des 

tranches d’adénohypophyses ou dans des cultures primaires de cellules hypophysaires isolées 

(Baratta M et al. 2002; Saleri R et al. 2004; Saleri R et al. 2005). A partir de ce dernier 

modèle d’étude, d’autres effets de la leptine ont été mis en évidence. La leptine augmente 

l’expression du gène gh et stimule la production de NO même si son action sur la sécrétion de 

GH semble indépendante de cette voie (Baratta M et al. 2002; Saleri R et al. 2005). De plus la 

leptine potentialise l’effet du GHRH sur la sécrétion de GH (Baratta M et al. 2002), et la 

stimulation par le GHRH induit une diminution de l’expression de ObRb (Lin J et al. 2003). 

Ces données suggèrent que le GHRH joue un rôle prépondérant dans la sensibilité des cellules 

somatotropes à la leptine, et réciproquement. 

 Chez la vache, dans un modèle de perfusion d’explants d’adénohypophyses obtenus à 

partir d’animaux alimentés, la leptine (5 ng/mL à 100 ng/mL) inhibe la sécrétion basale de 

GH, mais potentialise la réponse au GHRH (Zieba DA et al. 2003). Dans le cas d’explants 

d’adénohypophyses obtenus à partir d’animaux soumis à une restriction alimentaire, la 

sécrétion de GH augmente légèrement pour des concentrations faibles de leptine (<5 ng/mL), 

tandis que les fortes concentrations (>5 ng/mL) ne semblent pas avoir d’effet ; de plus, la 

leptine ne potentialise pas l’effet du GHRH dans ces conditions expérimentales (Zieba DA et 

al. 2003). Dans le même modèle animal, la leptine appliquée sur des cultures primaires de 
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cellules somatotropes (24 h de traitement à 10-7 M) inhibe l’expression des gènes gh et ghrh-r, 

et donc la réponse au GHRH (Roh S-G et al. 2001). Dans les mêmes conditions 

expérimentales, un traitement de leptine       (24 h ; 10-7 M) stimule la sécrétion basale de GH 

, tandis qu’un traitement de 30 min (10-7 M) n’a pas d’effet (Roh S-G et al. 1998). Il semble 

donc que chez la vache, la leptine a un effet opposé sur la synthèse de la GH et sur sa 

sécrétion, et un effet opposé sur la sécrétion basale de GH et en réponse au GHRH. 

 En conclusion, malgré des données contradictoires selon les modèles animaux et les 

conditions expérimentales, il existe néanmoins de nombreuses preuves d’une action de la 

leptine sur la sécrétion de GH, directement au niveau hypophysaire. 

 

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

Co-localisation immunohistochimique des cellules endocrines de l’adénohypophyse exprimant la leptine (A) 
et son récepteur (B). D’après Sone Met al., 2001a et b.
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Fig 33: Action paracrine de la leptine au niveau hypophysaire.

Co-localisation immunohistochimique des cellules endocrines de l’adénohypophyse exprimant la leptine (A) 
et son récepteur (B). D’après Sone Met al., 2001a et b.
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IV.2.c. Action paracrine de la leptine hypophysaire sur la sécrétion de GH. 

 La leptine est exprimée au niveau de l’hypophyse chez l’homme et les rongeurs. Le 

rôle de cette leptine hypophysaire dans le contrôle de la sécrétion des hormones 

adénohypophysaires est encore mal défini (Jin L et al. 1999; Morash B et al. 1999; Jin L et al. 

2000). La leptine semble exprimée majoritairement dans les cellules TSH et LH/FSH, même 

s’il existe des données contradictoires (Sone M et Osamura RY 2001) (Figure 33). Selon les 

mêmes auteurs, le récepteur de la leptine est exprimé dans l’hypophyse au niveau des cellules 

GH principalement (Sone M et al. 2001) (Figure 33). Ces données suggèrent l’existence d’un 

mécanisme paracrine entre les cellules TSH et LH/FSH produisant la leptine, et les cellules 

GH exprimant son récepteur. Si un tel mécanisme était vérifié, cet effet paracrine de la leptine 

hypophysaire pourrait participer à la régulation de la sécrétion de GH, indépendamment du 
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statut métabolique de l’organisme. Néanmoins, les mécanismes de régulation de la sécrétion 

de leptine hypophysaire sont à l’heure actuelle inconnus.  

 

 
- Action de la leptine sur la sécrétion de GH - 

 
- La leptine stimule la sécrétion de GH. Cependant la concentration endogène de leptine 
semble exercer une action maximale sur la GH dans des conditions standard.  
 
- La leptine agit au niveau hypothalamique en stimulant l’expression de GHRH et en 
inhibant celle de SRIF. La leptine régule également l’expression de ces sécrétagogues 
hypothalamiques en agissant via les neurones NPY dont l’activation inhibe l’expression 
de GHRH et stimule celle de SRIF. 
 
- Une action de la leptine directement au niveau hypophysaire reste soumis à 
controverse. Cependant plusieurs études ont montré que ObRa et ObRb sont exprimés 
dans l’hypophyse, chez l’homme et les rongeurs. De plus la leptine stimule la sécrétion 
de GH basale et en réponse au GHRH dans des modèles de 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 acteur majeur de la régulation de la 

sécrétion de GH : les sécrétagogues de la GH (GHS) (Bowers CY et al. 1980; Bowers CY 

1998). Les GHS ont été découverts au cours d’études pharmacologiques visant à développer 

des molécules stimulant la sécrétion de GH, et ils correspondaient à l’origine à des peptides 

synthétiques dont les plus connus sont le GHRP-6 (« GH-Releasing Peptide-6 ») et 

l’hexaréline. L’injection intraveineuse de ces peptides stimulent la sécrétion de GH chez 

l’homme et chez le rat et ils sont encore couramment utilisés dans les laboratoires et en tests 

cliniques. 

 Ce n’est qu’en 1996 que le récepteur des GHS (GHS-R) a été découvert et cloné 

(Howard AD et al. 1996). Le GHS-R appartient à la famille des RCPG et est exprimé 

principalement au niveau de l’hypophyse et de l’hypothalamus (Guan X-M et al. 1997). Deux 

isoformes de ce récepteur ont été décrites, GHS-R1a et 1b, mais seul GHS-R1a semble 

impliqué dans les effets biologiques de la ghréline. Dans ce manuscrit, nous généraliserons la 

nomenclature en nommant GHS-R l’isoforme 1a.  
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 Le ligand endogène du GHS-R a été isolé en 1999 et baptisé ghréline (Kojima M et al. 

1999).  Il s’agit d’une hormone synthétisée principalement par l’estomac. A l’origine, cette 

hormone était uniquement considérée comme un régulateur de la sécrétion de GH. In vivo, 

chez l’homme, la ghréline a comparativement plus d’effet sur la sécrétion de GH que le 

GHRH (Arvat E et al. 2001). Suite à la découverte de la ghréline, la communauté scientifique 

a rapidement réalisé que cette hormone stomacale joue également un rôle prépondérant dans 

la régulation de la balance énergétique. La ghréline est également impliquée dans d’autres 

fonctions biologiques comme la motilité gastrique, l’activité pancréatique, le sommeil ou la 

fonction cardiovasculaire (pour références : (Horvath TL et al. 2001)).  

 

V.2. Ghréline et sécrétion de GH. 

 L’injection intraveineuse de ghréline induit une augmentation de la sécrétion de GH 

chez l’homme et le rat (Figure 34) (Kojima M et al. 1999; Takaya K et al. 2000). Chez ce 

dernier, l’effet de la ghréline sur la GH est très rapide, se traduisant par une augmentation de 

la concentration plasmatique de GH cinq minutes après l’injection de ghréline, suivie d’un 

retour à une concentration initiale au bout d’une heure (Kojima M et al. 1999). Néanmoins, il 

est nécessaire de préciser que chez la souris, l’importance accordée à la ghréline endogène 

dans la régulation de l’axe GH est diminuée par les données montrant que les souris 

n’exprimant pas la ghréline ne présentent pas d’altération de la croissance corporelle et des 

taux circulants d’IGF-I (Sun Y et al. 2003). De même, les souris GHS-R KO ne présentent 

pas d’altération majeure de leur croissance corporelle (Sun Y et al. 2004).  

 L’action de la ghréline sur la GH dépend du profil de sécrétion de cette hormone 

hypophysaire. Ainsi, l’injection de ghréline n’a que peu d’effet sur la sécrétion basale de GH, 

mais stimule fortement l’amplitude de ses pics de sécrétion, suggérant  une forte relation de la 

ghréline avec les sécrétagogues hypothalamiques GHRH et SRIF (Tannenbaum GS et al. 

2003). Le récepteur de la ghréline GHS-R est exprimé dans les cellules somatotropes de 

l’hypophyse, dans l’ARC, le PVN et le VMH, suggérant une action de la ghréline au niveau 

hypophysaire et hypothalamique (Guan X-M et al. 1997; Gualillo O et al. 2003). De plus, 

chez les patients atteints d’une connexion hypothalamo-hypophysaire altérée, la sécrétion de 

GH en réponse à l’injection intraveineuse de ghréline est diminuée (Popovic V et 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 à l’injection intraveineuse de ghréline chez l’homme (ronds :            
0,2 µg/kg ; triangles : 1 µg/kg ; carré : 5 µg/kg). D’après Takayaet al, 2000. 
B. Niveaux plasmatiques des hormones adénohypophysaires suite à l’injection intraveineuse de ghréline    
(40 µg/kg) chez le rat. D’après Kojima M et al, 1999.
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Fig 34: Effets de la ghréline sur la sécrétion de GH.

A. Niveaux plasmatiques de GH suite à l’injection intraveineuse de ghréline chez l’homme (ronds :            
0,2 µg/kg ; triangles : 1 µg/kg ; carré : 5 µg/kg). D’après Takayaet al, 2000. 
B. Niveaux plasmatiques des hormones adénohypophysaires suite à l’injection intraveineuse de ghréline    
(40 µg/kg) chez le rat. D’après Kojima M et al, 1999.
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V.2.a. Action hypothalamique de la ghréline. 

 Chez le rat, l’injection ICV de ghréline induit une augmentation de la sécrétion GH 

avec un effet dose-dépendant (Date Y et al. 2000). Chez l’homme et le rat, l’action de la 

ghréline sur la GH est dépendante d’un système GHRH totalement fonctionnel (Pandya N et 

al. 1998). Ainsi chez le rat, l’immuno-neutralisation du GHRH atténue la réponse de la GH à 

la ghréline (Tannenbaum GS et al. 2003). De plus, les neurones GHRH expriment le GHS-R, 

et l’injection centrale de ghréline chez le rat induit l’activation de c-fos (marqueur d’activation 

neuronale) dans ces neurones (Dickson SL et Luckman SM 1997). Le SRIF est également 

impliqué dans la médiation des effets de la ghréline sur la GH (Tolle V et al. 2001). 

Cependant, l’équipe de Bowers a montré que, chez le rat, la ghréline semble agir 

indirectement sur les neurones SRIF, ceci malgré les données montrant l’expression du GHS-

R dans ces neurones (Tannenbaum GS et al. 2003). 

 Chez le rat alimenté ou en restriction alimentaire, l’injection ICV de ghréline n’induit 

pas de modification de l’expression des sécrétagogues hypothalamiques GHRH et SRIF 

(Seoane LM et al. 2003). Cependant, la GH régulant également l’expression de GHRH et 

SRIF (boucle de rétrocontrôle négatif), il est possible que l’impact de l’injection ICV de 

ghréline sur l’augmentation de la GH plasmatique masque les effets de la ghréline sur 

l’expression de ces neuropeptides. En utilisant le rat Dwarf comme modèle d’étude, rat 

caractérisé par une déficience en GH et donc par une absence de son rétrocontrôle, l’équipe de 

Dieguez a montré que la ghréline stimule l’expression de SRIF au niveau du PVN (Seoane 
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LM  et al. 2003). La ghréline stimulant la sécrétion de GH, et le SRIF l’inhibant, ce résultat 

peut sembler surprenant, mais le modèle animal utilisé est un cas particulier (absence de GH 

et donc faible expression basale de SRIF). Il faut simplement retenir que la ghréline peut agir 

sur l’expression hypothalamique de SRIF et nous reviendrons plus en détails sur ce résultat 

dans le chapitre V.4. 

L’action hypothalamique de la ghréline sur la sécrétion de GH apparait minime 

compte tenu des travaux de l’équipe de Wakabayashi. En effet, les rats dont l’expression du 

GHS-R est inhibée spécifiquement (RNAi) au niveau de l’ARC ne présentent pas de 

modification significative de l’axe somatotrope. Néanmoins, ces rats sont caractérisés par une 

baisse de la prise alimentaire et un déséquilibre du métabolisme en général (Shuto Y et al. 

2002). 

 

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

 La ghréline stimule la sécrétion de GH avec un effet dose-dépendant, dans un modèle 

de culture primaire de cellules hypophysaires de rat (Kojima M et al. 1999). Au niveau 

des cellules somatotropes, il existe une forte synergie entre ghréline et GHRH, la ghréline 

potentialisant l’effet du GHRH sur la sécrétion de GH (Cunha SR et Mayo KE 2002).  

Inversement, la ghréline exerce des actions antagonistes à celles de SRIF et réciproquement 

(Tannenbaum GS et al. 2003).  

 En plus de son rôle dans le contrôle de la sécrétion de GH, la ghréline régule 

l’activation du facteur de transcription Pit-1 dans les cellules somatotropes, facteur jouant un 

rôle prépondérant dans la synthèse de GH et dans la différenciation et la prolifération des 

cellules GH (Garcia A et al. 2001). 

 

V.3. Ghréline et prise alimentaire. 

V.3.a. Régulation de la sécrétion de ghréline par la prise alimentaire. 

 Chez l’homme et les rongeurs, la restriction alimentaire (24 – 48 h) stimule la 

production de ghréline au niveau de l’estomac (Cummings DE et al. 2001; Toshinai K et al. 

2001). Au contraire, la prise alimentaire est associée à une réduction des taux plasmatiques de 

ghréline chez ces deux espèces, et la sécrétion de ghréline au cours de la journée est liée aux 

évènements de prise alimentaire chez l’homme (Tschop M et al. 2001a). Les niveaux 

circulants de ghréline augmentent juste avant la prise alimentaire, puis diminuent (Figure 35). 

Cette augmentation préprandiale suivie de la baisse postprandiale suggère que la ghréline joue 
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un rôle important dans l’initiation de la prise alimentaire (Cummings DE et al. 2001). Mais la 

différence entre les concentrations plasmatiques de ghréline maximales et minimales est faible 

(rapport de 2 au maximum), et de nombreux scientifiques s’interrogent sur la valeur 

physiologique d’une si faible variation, notamment en ce qui concerne l’action 

hypothalamique de la ghréline (Horvath TL et al. 2001). 

 Il existe une étroite relation entre les taux plasmatiques de ghréline et de leptine. Ces 

deux hormones sont caractérisées par des rythmes de sécrétion diurnes qui sont superposables  

(Cummings DE et al. 2001) (Figure 35). La leptine stimule la synthèse de ghréline au niveau 

de l’estomac, même s’il existe des données contradictoires dans ce domaine (Toshinai K et al. 

2001; Ariyasu H et al. 2002). 

 

 

Fig 35: Profils plasmatiques de leptine, insuline et ghréline sur 24 heures chez l’homme.

B : petit déjeuner ; L : déjeuner ; D :diner. D’après Cummings DE et al, 2001.
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Fig 35: Profils plasmatiques de leptine, insuline et ghréline sur 24 heures chez l’homme.

B : petit déjeuner ; L : déjeuner ; D :diner. D’après Cummings DE et al, 2001.

Fig 35: Profils plasmatiques de leptine, insuline et ghréline sur 24 heures chez l’homme.

B : petit déjeuner ; L : déjeuner ; D :diner. D’après Cummings DE et al, 2001.
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V.3.b. Ghréline et neuropeptides orexigènes. 

 L’injection centrale ou périphérique de ghréline stimule la prise alimentaire et le gain 

de poids chez les rongeurs et l’homme (Tschop M et al. 2000), qui peut même conduire à 

l’obésité chez le rat (Wren AM et al. 2001).  

 La ghréline induit ses effets orexigènes en stimulant au niveau central l’expression des 

neuropeptides AgRP et NPY principalement (Kamegai J et al. 2001b; Nakazato M et al. 

2001). Bien que l’injection ICV de ghréline ne semble pas réguler l’expression des 

neuropeptides orexigènes MCH et orexines (Seoane LM et al. 2003), elle stimule cependant 

l’activation des neurones orexines directement, indépendamment du NPY et de l’AgRP 

(Toshinai K et al. 2003; Yamanaka A et al. 2003). 

 L’augmentation de l’expression des neuropeptides NPY et AgRP, induite par 

l’injection de ghréline, est observée aussi bien chez des rats alimentés ou soumis à une 

restriction alimentaire. Ceci suggère que l’action de la ghréline sur la régulation de 

l’expression de NPY/AgRP est en partie indépendante du statut métabolique de l’organisme, 

bien que l’effet de la ghréline sur ces neuropeptides soit plus important chez les rats soumis à 

une restriction alimentaire (Seoane LM et al. 2003). 

 La ghréline est également synthétisée au niveau du SNC, dans des neurones 

hypothalamiques accolés au troisième ventricule (Cowley MA et al. 2003). Ces neurones 

émettent des projections axonales vers d’autres noyaux hypothalamiques et établissent 

notamment des connexions synaptiques avec les neurones NPY (Cowley MA et al. 2003).  

 

V.3.c. Relation entre leptine et ghréline : effets sur la régulation de la 

balance énergétique. 

 Les effets de la ghréline et de la leptine sur la prise alimentaire sont opposés, 

contrairement à ceux observés sur la sécrétion de GH. En plus de cette simple opposition de 

fonction, ces deux systèmes endocrines intéragissent dans la régulation de la balance 

énergétique. L’injection ICV de leptine inhibe l’expression du GHS-R au niveau des neurones 

de l’ARC, et supprime leur activation en réponse à la ghréline (Hewson AK et al. 2002; 

Nogueiras R et al. 2004). Or l’activation des neurones de l’ARC induite par la ghréline ou les 

GHS synthétiques est plus importante chez les rats soumis à une restriction alimentaire, 

associée à des taux plasmatiques de leptine faibles (Hewson AK et al. 2002). Ces données 

suggèrent que la leptine est un inhibiteur de l’action orexigène de la ghréline (Nogueiras R et 

al. 2004). Inversement, l’injection centrale de ghréline active les neurones de l’ARC inhibés 

par la leptine (Traebert M et al. 2002). 
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V.4. Effets différentiels de la ghréline sur la sécrétion de GH et la 

prise alimentaire. 

 La ghréline stimule à la fois la sécrétion de GH et la prise alimentaire. Cependant ces 

deux systèmes de régulation peuvent être considérés comme partiellement indépendants. En 

absence d’un système GH fonctionnel (rat Dwarf), la ghréline stimule la production de SRIF, 

ce qui va à l’encontre de l’effet stimulateur de cette hormone stomacale sur la sécrétion de 

GH (chapitre V.2.a) (Seoane LM et al. 2003). Un tel résultat peut être expliqué par l’action de 

la ghréline sur la prise alimentaire. En effet, comme nous l’avons vu précédemment, il existe 

une relation entre les neurones NPY et SRIF, le NPY stimulant la sécrétion de SRIF (Hisano 

S et al. 1990; Rettori V et al. 1990). Cette activation de SRIF par la ghréline chez le rat Dwarf 

pourrait résulter de l’activation des neurones NPY. Ainsi, l’action de la ghréline sur la prise 

alimentaire (NPY) semble inhiber la sécrétion de GH (du moins dans un modèle d’étude 

caractérisé par une absence de GH plasmatique). En utilisant des combinaisons 

d’antagonistes/agonistes du GHS-R, l’équipe de Thorner a montré que l’effet orexigène de la 

ghréline peut être dissocié de son effet stimulateur sur la sécrétion de GH. Ces auteurs 

émettent alors l’hypothèse de l’existence de différents sous-types de GHS-R, exprimés 

différentiellement entre les acteurs cellulaires de l’axe GH et ceux de la prise alimentaire 

(Horvath TL et al. 2001; Thorner MO 2001).  

De plus, il est possible d’envisager que les effets de la ghréline au niveau 

hypothalamique soient principalement reliés à la balance énergétique, tandis que ses effets au 

niveau hypopohysaire soient principalement reliés à la sécrétion de GH (voir chapitre V.2.a 

(Shuto Y et al. 2002)). Le fait que la leptine et la ghréline agissent en synergie sur la sécrétion 

de GH mais de façon antagoniste sur la balance énergétique est également un élément de 

réflexion pour différencier l’effet orexigénique et stimulateur de la sécrétion de GH de la 

ghréline. L’existence d’une synthèse endogène de ghréline au niveau de l’hypothalamus, 

jouant un rôle primordial dans la régulation de la balance énergétique, pose la question de 

l’importance relative de la ghréline stomacale dans la régulation centrale de la prise 

alimentaire (Cowley MA et al. 2003). 

L’ensemble de ces données montre la séparation entre les actions de la ghréline sur la 

balance énergétique et sur la sécrétion de GH. Cependant, un système GH fonctionnel est 

nécessaire pour l’action orexigène de la ghréline. Ainsi, les souris GH-R KO sont à l’action de 

ghréline exogène sur la prise alimentaire (Nass R et al. 2004; Egecioglu E et al. 2006). De 
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même, si l’injection ICV de ghréline induit une augmentation de l’expression du GHS-R dans 

l’ARC, cette augmentation est dépendante de la GH (Nogueiras R et al. 2004). 

 

 
- Effets de la ghréline sur la sécrétion de GH et la régulation de la balance énergétique - 
 
- La ghréline stimule la sécrétion de GH en agissant au niveau hypothalamique sur 
l’équilibre des sécrétagogues GHRH et SRIF, et directement au niveau hypophysaire. 
La ghréline stimule l’expression de la GH et régule la différenciation et la prolifération 
des cellules somatotropes. 
 
- La ghréline stimule également la prise alimentaire en agissant via les neuropeptides 
orexigènes NPY et AgRP. La leptine inhibe l’action orexigène de la ghréline et régule 
négativement l’expression de GHS-R au niveau de l’ARC. 
 
- La leptine et la ghréline agissent en synergie sur la sécrétion de GH mais de façon 
antagoniste sur la balance énergétique. Les effets de la ghréline sur la prise alimentaire 
et sur la sécrétion de GH peuvent être dissociés. 
 

 

VI. GH et obésité. 

 Il existe chez l’homme et les rongeurs une corrélation négative entre l’indice de masse 

corporelle et la sécrétion de GH, en terme de fréquences et d’amplitudes des pics de sécrétion 

(Veldhuis JD et al. 1995; Vahl N et al. 1997). L’obésité est ainsi associée à une sécrétion de 

GH réduite (Tannenbaum GS et al. 1990; Veldhuis JD et al. 1991). Dans cette pathologie, la 

sécrétion de GH en réponse aux différents stimuli connus, dont le GHRH et la ghréline, est 

également altérée (Vanderschueren-Lodeweyck M 1993; Tschop M et al. 2001b). De plus, la 

demi-vie de la GH est réduite chez les patients obèses (Veldhuis JD et al. 1995; Vahl N et al. 

1997). Etant donné l’action lipolytique et anabolique de la GH, une telle altération de sa 

sécrétion participe à la dégradation de la pathologie obésité, en un « cercle vicieux ».  

 La diminution de la sécrétion de GH associée à l’obésité est la conséquence de 

nombreuses modifications endocrines et métaboliques, agissant de concert par des 

mécanismes complexes et encore mal définis. 

 

VI.1. GH, obésité et les sécrétagogues hypothalamiques GHRH et 

SRIF. 

 La sécrétion de GH est contrôlée en partie par les sécrétagogues hypothalamiques 

GHRH et SRIF (voir chapitre II.2.). Logiquement, l’insuffisance en GH caractéristique de 
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l’obésité est associée à un déséquilibre de ces deux sécrétagogues. Cependant, la contribution 

relative du GHRH et du SRIF dans ce déséquilibre est mal définie. Il existe de nombreux 

résultats contradictoires concernant les caractéristiques des sécrétagogues GHRH et SRIF 

dans la pathologie obésité, et l’ensemble de ces données est décrit dans les revues suivantes 

(Harvey S et al. 1994; Maccario M et al. 2000; Scacchi M et al. 2000). 

 

Fig 36: Sécrétion de GH en réponse au GHRH chez les patients obèses.

Profil plasmatique de GH suite à une injection intraveineuse de GHRH (1 µg/kg). Individus sains: carrés, 
Individus obèses: ronds, Individus obèses ayant suivi un régime: triangles. D’après Williams Tet al., 1984.
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Fig 36: Sécrétion de GH en réponse au GHRH chez les patients obèses.

Profil plasmatique de GH suite à une injection intraveineuse de GHRH (1 µg/kg). Individus sains: carrés, 
Individus obèses: ronds, Individus obèses ayant suivi un régime: triangles. D’après Williams Tet al., 1984.
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 Chez les patients obèses, la sécrétion de GH, en réponse à une injection intraveineuse 

de GHRH chronique ou à une infusion intraveineuse de GHRH de huit jours, est altérée 

suggérant un défaut d’action du GHRH au niveau des cellules somatotropes (Figure 36) 

(Williams T et al. 1984; Ghigo E et al. 1993). Cependant chez l’homme, l’insuffisance en GH 

associée à l’obésité semble plus due à une augmentation de l’activité de SRIF qu’à une 

déficience en GHRH (Van Vliet G et al. 1986; Harvey S et al. 1994). 

 Les rats obèses Zucker sont caractérisés par une synthèse de GHRH altérée et une 

synthèse de SRIF inchangée (Tannenbaum GS et al. 1990). Cependant, chez les souris obèses 

ob/ob et DIO, l’expression de ces deux sécrétagogues hypothalamiques n’est pas modifiée, 

suggérant l’importance de l’hypophyse dans la diminution de la sécrétion de GH (Luque RM 

et Kineman RD 2006). En parallèle, l’expression hypophysaire 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 plasmatique sont négativement corrélés 

chez les rongeurs et l’homme, et l’obésité est associée à une diminution de la sécrétion de 

ghréline par l’estomac (Tschop M et al. 2001b) (Figure 37A). La ghréline stimulant la prise 

alimentaire, cette diminution tend à contrecarrer l’établissement de la pathologie obésité. Mais 

la ghréline étant également un puissant stimulateur de la sécrétion de GH, la diminution des 

taux de ghréline peut au contraire participer à l’établissement de l’obésité, en réduisant 

l’action lipolytique et anabolique de la GH. 

 

Fig 37: Ghréline et sécrétion de GH chez les patients obèses.

A. Profils plasmatiques de ghréline chez 13 patients obèses avant et après perte de poids. D’après Tschopet 
al. 2001b. B. Taux plasmatiques de GH après injection de GHRP-6 (100 µg) et GHRH (100 µg), chez des 
individus sains (à gauche) ou obèses (à droite). D’après Cordido Fet al., 1995.
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Fig 37: Ghréline et sécrétion de GH chez les patients obèses.

A. Profils plasmatiques de ghréline chez 13 patients obèses avant et après perte de poids. D’après Tschopet 
al. 2001b. B. Taux plasmatiques de GH après injection de GHRP-6 (100 µg) et GHRH (100 µg), chez des 
individus sains (à gauche) ou obèses (à droite). D’après Cordido Fet al., 1995.
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 L’expression du GHS-R est diminuée dans l’hypothalamus des rats obèses DIO et 

dans l’hypophyse des souris obèses ob/ob et DIO (Levin BE et al. 2003; Luque RM et 

Kineman RD 2006). Ainsi, la diminution des taux plasmatiques de ghréline associée à cette 



                                 Introduction bibliographique – Leptine, ghréline et fonction somatotrope. 

 118 

diminution d’expression de son récepteur participe à l’altération de la sécrétion de GH 

caractéristique de l’obésité.  

 Cependant chez les patients obèses, l’importance accordée à l’hypoactivité du système 

ghréline sur la diminution de la sécrétion de GH est atténuée par le fait que l’injection 

intraveineuse de GHRP-6 et d’hexaréline induit une augmentation de la sécrétion de GH, 

même si celle-ci reste inférieure à celle observée chez les individus sains ayant subi le même 

traitement (Cordido F et al. 1993; Loche S et al. 1995; Maccario M et al. 2000). L’injection 

combinée de GHRH et de GHRP-6 induit également une augmentation de la sécrétion de GH 

mais inférieure à celle observée chez les individus sains (Cordido F et al. 1995) (Figure 37B).  

 

VI.3. GH, obésité et les FFA. 

 

Fig 38: FFA, obésité et sécrétion de GH.

A. Niveaux plasmatiques de GH (panneau supérieur) et de FFA (panneau inférieur) après traitement à
l’acipimox, chez les patients obèses. B. Niveaux plasmatiques de GH suite à l’injection intraveineuse de 
GHRH (100 µg) chez les patients obèses traités au non à l’acipimox. D’après Cordido Fet al., 1996.
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Fig 38: FFA, obésité et sécrétion de GH.

A. Niveaux plasmatiques de GH (panneau supérieur) et de FFA (panneau inférieur) après traitement à
l’acipimox, chez les patients obèses. B. Niveaux plasmatiques de GH suite à l’injection intraveineuse de 
GHRH (100 µg) chez les patients obèses traités au non à l’acipimox. D’après Cordido Fet al., 1996.
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 Les FFA inhibent la sécrétion de GH en agissant principalement au niveau 

hypophysaire (Casanueva FF et al. 1987). Si leur mécanisme d’action est encore mal défini, 

les FFA induisent une baisse de l’expression de GHRH-R et GHS-R au niveau hypophysaire 

chez les primates (Luque RM et al. 2006a). L’élévation des taux plasmatiques de FFA 

caractéristique de l’obésité est un des principaux éléments responsables de la diminution de la 
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sécrétion de GH associée à cette pathologie (Figure 38A). En effet, l’administration par voie 

orale d’acipimox à des patients obèses induit une diminution des FFA circulants et une forte 

augmentation de la sécrétion de GH en réponse au GHRH et GHRP-6, bien que la sécrétion 

basale de GH ne soit pas améliorée (Cordido F et al. 1996) (Figure 38A.B).  

 

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

 Chez l’homme, l’hypoglycémie stimule la sécrétion de GH tandis que l’hyperglycémie 

l’inhibe. Chez les patients obèses, l’effet de l’hypoglycémie sur la sécrétion de GH est altérée 

(Kopelman P et al. 1985). De même l’hyperglycémie n’inhibe plus la sécrétion de GH basale 

et en réponse au GHRH (Bonora E et al. 1990).  

 Chez l’homme, l’insuline exerce un effet négatif sur la sécrétion de GH et l’obésité est 

caractérisée par une hyperinsulinémie (Polonsky K et al. 1988). En plus de son action sur les 

niveaux plasmatiques d’IGFBP-1 et sur la sécrétion de SRIF, l’insuline induit une diminution 

de l’expression de GHRH-R et GHS-R dans un modèle de culture d’adénohypophyse de rat 

(Luque RM et Kineman RD 2006) (Figure 39). Cependant il semble que l’hyperinsulinémie 

associée à l’obésité ne soit pas une des causes principales de la diminution de la sécrétion de 

GH caractéristique de cette pathologie. En effet, la normalisation des niveaux plasmatiques 

d’insuline chez les patients obèses n’est pas accompagnée par la restauration de la sécrétion 

de GH  (Chalew S et al. 1992).  

Fig 39: Insuline et sécrétion de GH.

Expression ARNm de la GH, du GHRH-R et du GHS-R suite à une stimulation par l’insuline (de 0 à 50 nM) 
dans un modèle de culture primaire de cellules hypophysaires de souris. D’après Luque R Met al., 2006b.
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Fig 39: Insuline et sécrétion de GH.

Expression ARNm de la GH, du GHRH-R et du GHS-R suite à une stimulation par l’insuline (de 0 à 50 nM) 
dans un modèle de culture primaire de cellules hypophysaires de souris. D’après Luque R Met al., 2006b.

Fig 39: Insuline et sécrétion de GH.

Expression ARNm de la GH, du GHRH-R et du GHS-R suite à une stimulation par l’insuline (de 0 à 50 nM) 
dans un modèle de culture primaire de cellules hypophysaires de souris. D’après Luque R Met al., 2006b.
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VI.5. GH, obésité et IGF-I. 

 Il existe des résultats contradictoires concernant l’augmentation ou la diminution des 

niveaux plasmatiques d’IGF-I chez les patients obèses (Scacchi M et al. 2000). Cependant 

l’obésité semble caractérisée par une quantité plasmatique d’IGF-I libre augmentée, pouvant 

être expliquée par le fait que l’hyperinsulinémie induit une diminution de l’IGFBP-1 

plasmatique (Brismar K et al. 1994; Frystyk J et al. 1995). Ainsi, l’augmentation de la 

quantité plasmatique d’IGF-I libre peut, via son rétrocontrôle négatif, induire une diminution 

de la sécrétion de GH. De plus, IGF-I induit une baisse d’expression de GHRH-R et GHS-R 

au niveau de l’hypophyse chez les primates (Luque RM et al. 2006a). Cette quantité d’IGF-I 

libre accrue pourrait expliquer la croissance relativement normale des enfants obèses, malgré 

l’altération de la sécrétion de GH. 

 

VI.6. GH, obésité et leptine.  

 La leptine stimule la sécrétion de GH. L’obésité est caractérisée par un taux 

plasmatique de leptine élevé et une résistance aux effets biologiques de cette hormone 

adipocytaire. Ainsi, la résistance à la leptine contribue à l’altération de la sécrétion de GH en 

induisant un déséquilibre du système GHRH/SRIF.  La leptine régule l’expression du GHS-R 

au niveau hypothalamique, et les actions hypothalamiques de la ghréline et de la leptine sont 

inter-dépendantes (Nogueiras R et al. 2004). 

 Comme nous l’avons vu dans le chapitre IV, l’action de la leptine au niveau 

hypophysaire reste mal définie. La résistance hypophysaire à la leptine pourrait participer à 

l’altération de la sécrétion de GH, notamment en diminuant la réponse de la GH au GHRH 

(Mizuno I et al. 1999; Baratta M et al. 2002). L’éventuelle résistance hypophysaire à la 

leptine a été étudiée au cours de cette thèse, en utilisant comme modèle d’étude le rat DIO et 

en examinant l’expression du récepteur de la leptine au niveau des cellules somatotropes. 

 

 
- Sécrétion de GH et obésité - 

 
- L’obésité est caractérisée par une altération de la sécrétion de GH, conséquence de 
nombreuses modifications endocrines et métaboliques agissant de concert. 
 
- L’obésité est caractérisée par un déséquilibre de l’expression / synthèse du GHRH et 
du SRIF. La réponse de la sécrétion de GH au GHRH est également affectée. 
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- Chez l’homme et les rongeurs, l’obésité est associée à une diminution de la sécrétion de 
ghréline. L’expression hypothalamique du GHS-R est également diminuée chez les rats 
DIO. L’injection intraveineuse de GHRP-6 induit une augmentation de la sécrétion de 
GH inférieure chez les patients obèses par comparaison aux individus sains. 
 
- L’élévation des taux plasmatiques de FFA, inhibant la sécrétion de GH, caractéristique 
de l’obésité est un des principaux responsables de l’altération de la sécrétion de GH 
associée à cette pathologie. Chez les primates, les FFA induisent une baisse de 
l’expression de    GHRH-R et GHS-R au niveau hypophysaire. 
 
-  L’insuline exerce un effet négatif sur la sécrétion de GH et l’obésité est caractérisée 
par une hyperinsulinémie. Cette hormone pancréatique induit également une 
diminution de l’expression de GHRH-R et GHS-R au niveau hypophysaire. 
 
- L’obésité est caractérisée par une quantité plasmatique d’IGF-I libre augmentée 
(conséquence de l’hyperinsulinémie), qui via son rétrocontrôle négatif entraîne une 
diminution de la sécrétion de GH. De plus, IGF-I induit une baisse de l’expression 
hypophysaire de GHRH-R et GHS-R chez les primates. 
 
- La leptine stimule la sécrétion de GH, et le phénomène de résistance à la leptine associé 
à l’obésité pourrait participer à l’altération de la sécrétion de GH caractéristique de 
cette pathologie. 
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Etude 1 : Action de la leptine sur les cellules somatotropes 

des rats obèses DIO. 
 

 La GH, en plus de son action sur la croissance, a un rôle prépondérant dans la 

régulation du métabolisme énergétique. Cette hormone sécrétée par les cellules somatotropes 

de l’hypophyse possède notamment un effet lipolytique, prévenant l’accumulation de 

triglycérides dans les tissus et favorisant l’utilisation des acides gras libres de la circulation 

sanguine comme principale source d’énergie. 

  L’obésité est caractérisée par une altération de la sécrétion de GH (Tannenbaum GS et 

al. 1990; Veldhuis JD et al. 1991), ayant pour conséquence une aggravation de cette 

pathologie. Les causes de cette altération sont encore mal définies à l’heure actuelle. Comme 

nous l’avons vu dans la partie Introduction Bibliographique, la leptine stimule la sécrétion de 

GH. L’obésité étant associée à un phénomène de résistance à la leptine, nous nous sommes 

intéressés dans cette étude à l’action de la leptine sur les cellules somatotropes, en utilisant 

comme modèle expérimental d’obésité les rats DIO. 

 Les rats DIO sont rendus obèses par une alimentation hypercalorique riche en lipides. 

Ce modèle a été développé initialement par l’équipe de Levin (Levin BE et al. 1983), et est 

particulièrement intéressant de par les nombreuses caractéristiques communes avec l’obésité 

humaine qu’il présente. Comme chez l’homme, les rats utilisés dans ce modèle ne sont pas 

égaux face à l’alimentation hypercalorique, certains devenant obèses et d’autres non. Les 

causes de la résistance à la leptine associée à l’obésité sont mal définies. Au niveau central et 

dans certains tissus périphériques, une diminution de l’expression du récepteur de la leptine et 

une augmentation de l’expression de SOCS-3 ont été décrites (voir Introduction – Chapitre 3 

II.4.b et II.4.c). Nous avons donc étudié ces paramètres au niveau des cellules somatotropes 

des rats DIO. 

 

I. Résultats. 

I.1. Caractéristiques des rats DIO. 

 Des rats Sprague Dawley CD (SD) âgés de 6 semaines ont été soumis pendant 14 

semaines à une alimentation classique (rats CTR pour contrôles) ou hypercalorique (rats 

DIO). Les rats ayant reçu l’alimentation hypercalorique sont classés, selon le protocole de 

Levin, en fonction de leur poids final comme obèses (DIOs pour DIO sensibles), résistants à 
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l’obésité (DIOr pour DIO résistants) et intermédiaires (Levin BE et al. 1983). Les rats 

intermédiaires ont été écartés de l’étude. Dans nos conditions expérimentales, parmi les rats 

SD ayant suivi les 14 semaines de régime hypercalorique, 27% sont devenus DIOs et 31% 

DIOr.  
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Fig 40. Caractéristiques des rats CTR, DIOs et DIOr.

A. Poids total des rats et de leur masse grasse après 14 semaines de régime. n représente le nombre de rats 
utilisés pour ces mesures. ***p<0,001 par rapport aux rats CTR. B. Poids des différents dépôts adipeux (Epi: 
Epididyme ; Rétro: Rétropéritonéal ; Més: Mésentérique ; Sub: Sous-cutané ; Omen; Omental ; CTR n=12 ; 
DIOs n=12 ; DIOr n= 11). C. Concentration plasmatique en glucose (10-3 mol/L) et en acides gras non 
estérifiés (NEFA, 10-4 mol/L).  *p<0,05 ; *** p<0,001.
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Fig 40. Caractéristiques des rats CTR, DIOs et DIOr.

A. Poids total des rats et de leur masse grasse après 14 semaines de régime. n représente le nombre de rats 
utilisés pour ces mesures. ***p<0,001 par rapport aux rats CTR. B. Poids des différents dépôts adipeux (Epi: 
Epididyme ; Rétro: Rétropéritonéal ; Més: Mésentérique ; Sub: Sous-cutané ; Omen; Omental ; CTR n=12 ; 
DIOs n=12 ; DIOr n= 11). C. Concentration plasmatique en glucose (10-3 mol/L) et en acides gras non 
estérifiés (NEFA, 10-4 mol/L).  *p<0,05 ; *** p<0,001.

294.5 ± 3.1300.4 ± 7.8290.2 ± 2.5Index de Lee

41.5 ± 4.866.8 ± 7.832.4 ± 1.9Masse grasse (g)

506.4 ± 6.9653.5 ± 17.2530.7 ± 10.4Poids Final (g)

204.2 ± 8.6206.9 ± 4.5212 ± 5.3Poids Initial (g)

81010n

DIOrDIOsCTR

294.5 ± 3.1300.4 ± 7.8290.2 ± 2.5Index de Lee

41.5 ± 4.866.8 ± 7.832.4 ± 1.9Masse grasse (g)

506.4 ± 6.9653.5 ± 17.2530.7 ± 10.4Poids Final (g)

204.2 ± 8.6206.9 ± 4.5212 ± 5.3Poids Initial (g)

81010n

DIOrDIOsCTR

0

2

4

6

8

10

12

glucose NEFA

co
nc

. p
la

sm
at

iq
ue

*
***

***

***

***
***

 

 

 Le poids moyen des rats DIOs est significativement supérieur à celui des rats CTR 

après 4 semaines de régime. Après 14 semaines de régime, le poids des rats DIOs est 

augmenté de 23,1% par rapport aux rats CTR (Figure 40.A). Après 3 semaines de régime 

hypercalorique, le poids moyen des rats DIOr reste inférieur à celui des rats CTR, mais cette 

différence n’est toutefois pas significative à l’âge de 20 semaines (Figure 40.A). 

Après 14 semaines de régime hypercalorique, le poids total du tissu adipeux blanc est 

significativement supérieur chez les rats DIOs en comparaison avec les rats CTR (Figure 

40.A). Les poids des dépôts adipeux epididymal, rétropéritonéal, mésentérique, sous-cutané et 
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omental sont augmentés de 104%, 162%, 110%, 90% et 77% respectivement chez les rats 

DIOs par rapport aux rats CTR (Figure 40.B).  L’index de Lee (racine carré de la masse 

corporelle en gramme divisée par la longueur naso-anale en millimètres) est significativement 

supérieur chez les rats DIOs par comparaison aux rats CTR (Figure 40.A). Le poids des 

dépôts adipeux et l’index de Lee ne sont pas significativement différents entre les rats DIOr et 

les rats CTR. 

Les taux plasmatiques de glucose et d’acides gras non estérifiés (NEFA) sont 

significativement supérieurs chez les rats DIOs. Seul les taux plasmatiques de NEFA sont 

significativement supérieurs chez les rats DIOr par rapport aux rats CTR (Figure 40.C).  

 

I.2 Expression de ObR au niveau des cellules somatotropes. 

 Dans toutes les expériences réalisées pour cette étude, les rats ont été euthanasiés à la 

même heure de la journée (12 h +/- 30 min). La quantité de protéine ObR (toutes isoformes 

membranaires confondues) exprimée au niveau de l’hypophyse a été mesurée par un kit 

commercial ELISA (R&D system). Aucune différence significative n’a été observée entre rats 

CTR, DIOs et DIOr (Figure 41.A). 

 Nous avons étudié la quantité de protéine ObR exprimée au niveau des cellules 

somatotropes en utilisant la technique de quantification de fluorescence. Brièvement, une 

double immunofluorescence anti-GH et anti-ObR est réalisée sur des coupes en paraffine 

d’hypophyses de rats CTR, DIOs et DIOr. La fluorescence GH permet la création d’un 

masque binaire recouvrant les cellules somatotropes (Figure 41.B). La fluorescence 

correspondant à ObR est alors quantifiée uniquement dans ce masque. La distribution 

homogène de la fluorescence sur l’ensemble des cellules somatotropes étudiées (n=300-350) 

permet une analyse statistique (Figure 41.C). 

 Nos résultats montrent que l’expression de ObR au niveau des cellules somatotropes 

est significativement supérieure (14%) chez les rats DIOs et significativement inférieure 

(13%) chez les rats DIOr, par comparaison aux rats CTR (Figure 41.D). Le contenu protéique 

en GH des cellules somatotropes est significativement inférieur (12%) chez les rats DIOs et 

significativement supérieur (51%) chez les rats DIOr, par rapport aux rats CTR (Figure 41.D). 
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Fig 41: Expression de ObR au niveau de l’hypophyse et des cellules somatotropes.

A. Mesure par ELISA de la quantité de protéine ObR exprimée au niveau de l’hypophyse entière. Les 
résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rat CTR) (CTR n=6 ; DIOs n=6 ; DIOr n=6). B. Double 
immunofluorescence anti-GH et anti-ObR sur des coupes en paraffine d’hypophyses de rats CTR (panneau 
supérieur). Création des masques binaires sur les cellules somatotropes, permettant d’y quantifier 
spécifiquement l’intensité de fluorescence de ObR (panneau inférieur). C. Distribution des intensités de 
fluorescence de GH et ObR obtenues pour chaque cellule somatotrope observée. D. Résultat de la 
quantification de fluorescence de ObR au niveau des cellules somatotropes. Les résultats sont exprimés en 
unité arbitraire de fluorescence. (CTR n=3 ; DIOs n=3 ; DIOr n=3. * p<0,05; *** p< 0,001).
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Fig 41: Expression de ObR au niveau de l’hypophyse et des cellules somatotropes.

A. Mesure par ELISA de la quantité de protéine ObR exprimée au niveau de l’hypophyse entière. Les 
résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rat CTR) (CTR n=6 ; DIOs n=6 ; DIOr n=6). B. Double 
immunofluorescence anti-GH et anti-ObR sur des coupes en paraffine d’hypophyses de rats CTR (panneau 
supérieur). Création des masques binaires sur les cellules somatotropes, permettant d’y quantifier 
spécifiquement l’intensité de fluorescence de ObR (panneau inférieur). C. Distribution des intensités de 
fluorescence de GH et ObR obtenues pour chaque cellule somatotrope observée. D. Résultat de la 
quantification de fluorescence de ObR au niveau des cellules somatotropes. Les résultats sont exprimés en 
unité arbitraire de fluorescence. (CTR n=3 ; DIOs n=3 ; DIOr n=3. * p<0,05; *** p< 0,001).

ObR

 

 

I.3. Expression de SOCS-3 au niveau des cellules somatotropes. 

 La quantité de protéine SOCS-3 exprimée au niveau des cellules somatotropes a été 

mesurée par la technique de quantification de fluorescence. L’expression de SOCS-3 chez les 
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rats DIOs n’est pas modifiée par les 14 semaines de régime hypercalorique, mais est 

significativement supérieure (30%) chez les rats DIOr par rapport aux rats CTR. 

 

Fig 42: Expression de SOCS-3 au niveau des cellules somatotropes.

La quantité de protéine SOCS-3 exprimée dans les cellules somatotropes a été étudiée par la technique de 
quantification de la fluorescence. Les résultats sont exprimés en unitéarbitraire de fluorescence.               
(CTR n=3 ; DIOs n=3 ; DIOr n=3. *** p<0,001).
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Fig 42: Expression de SOCS-3 au niveau des cellules somatotropes.

La quantité de protéine SOCS-3 exprimée dans les cellules somatotropes a été étudiée par la technique de 
quantification de la fluorescence. Les résultats sont exprimés en unitéarbitraire de fluorescence.               
(CTR n=3 ; DIOs n=3 ; DIOr n=3. *** p<0,001).
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I.4. Effets de la supplémentation en CLA/PUFA sur les 

caractéristiques des rats DIOs.   

 Après les 14 semaines de régime hypercalorique, les rats DIOs ont reçu pendant 21 

jours supplémentaires la même alimentation hypercalorique, mais supplémentée ou non (DIOs 

Pla. pour DIOs placebo) en acide linoléique conjugué / acides gras polyinsaturés n-3 (DIOs 

C/P pour DIOs CLA/PUFA). Les rats CTR ont également reçu pendant la même durée, une 

supplémentation en CLA/PUFA avec leur nourriture standard (CTR C/P) ou non (CTR Pla.). 

  Le poids total et la masse adipeuse totale des rats DIOs et CTR ne sont pas 

significativement modifiés par la supplémentation en CLA/PUFA. Cependant le poids des 

dépôts adipeux rétropéritonéal et sous-cutané est significativement diminué (13% et 17% 

respectivement) par la supplémentation en CLA/PUFA chez les rats CTR, mais n’est pas 

modifié chez les rats DIOs. Les taux plasmatiques de glucose sont significativement diminués 

(20%) chez les rats DIOs C/P par rapport aux rats DIOs Pla., et deviennent comparables aux 

taux plasmatiques de glucose des rats CTR, qui ne sont pas modifiés par la supplémentation 

en CLA/PUFA. Les taux plasmatiques de NEFA sont significativement diminués chez les rats 

CTR C/P (21%) et DIOs C/P (23%) par rapport à leurs contrôles.  
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I.5. Effet de la supplémentation en CLA/PUFA sur l’expression de 

GH, ObR et SOCS-3. 

 Par les techniques d’ELISA et de quantification de fluorescence, nous avons montré 

que l’expression de ObR (toutes isoformes membranaires confondues) au niveau de 

l’hypophyse entière (Figure 44.A) ou au niveau des cellules somatotropes (Figure 44.B) n’est 

pas modifiée par la supplémentation en CLA/PUFA, aussi bien chez les rats CTR que DIOs. 

Le contenu en GH des cellules somatotropes est significativement augmenté par la 

supplémentation en CLA/PUFA, chez les rats CTR (22%) et les rats DIOs (75%) (Figure 

44.B). La quantité de protéine SOCS-3 exprimée dans les cellules somatotropes est également 

significativement augmentée par la supplémentation en CLA/PUFA chez les rats CTR (15%) 

et les rats DIOs (32%). 
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Fig 43: Caractéristiques des rats CTR et DIOs supplémentés en CLA/PUFA.

A. Poids total des rats CTR et DIO et de leur masse grasse après supplémentation en CLA/PUFA (C/P).
B. Effets de la supplémentation en CLA/PUFA (C/P) sur le poids des dépôts adipeux des rats CTR et 
DIOs (CTR Pla. n=5 ; CTR C/P n=5 ; DIOs Pla. n=5 ; DIOs C/P n=5). * p<0,05.C. Effet de la 
supplémentation en CLA/PUFA (C/P) sur les taux plasmatiques de glucose (10-3 mol/L) et acides gras 
non estérifiés (NEFA, 10-4 mol/L). * p<0,05.
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B. Effets de la supplémentation en CLA/PUFA (C/P) sur le poids des dépôts adipeux des rats CTR et 
DIOs (CTR Pla. n=5 ; CTR C/P n=5 ; DIOs Pla. n=5 ; DIOs C/P n=5). * p<0,05.C. Effet de la 
supplémentation en CLA/PUFA (C/P) sur les taux plasmatiques de glucose (10-3 mol/L) et acides gras 
non estérifiés (NEFA, 10-4 mol/L). * p<0,05.
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Fig 44: Effets de la supplémentation en CLA/PUFA sur l’expression de GH, ObR et SOCS-3.

Les rats CTR et DIOs ont été supplémentés (C/P) ou non (Pla.) en CLA/PUFA. A. Mesure par ELISA de la 
quantité de ObR exprimée au niveau de l’hypophyse entière. Les résultats sont exprimés en pourcentage de 
contrôle (rats CTR Pla.) (CTR Pla. n=5 ; CTR C/P n=5 ; DIOs Pla. n=5 ; DIOs C/P n=4). B. Expression de 
GH, ObR et SOCS-3 mesurée au niveau des cellules somatotropes par la technique de quantification de 
fluorescence. (CTR Pla. n=3 ;  CTR C/P n=3 ; DIOs Pla. n=3 ; DIOs C/P n=3. * p<0,05 ; *** p< 0,001).
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Fig 44: Effets de la supplémentation en CLA/PUFA sur l’expression de GH, ObR et SOCS-3.

Les rats CTR et DIOs ont été supplémentés (C/P) ou non (Pla.) en CLA/PUFA. A. Mesure par ELISA de la 
quantité de ObR exprimée au niveau de l’hypophyse entière. Les résultats sont exprimés en pourcentage de 
contrôle (rats CTR Pla.) (CTR Pla. n=5 ; CTR C/P n=5 ; DIOs Pla. n=5 ; DIOs C/P n=4). B. Expression de 
GH, ObR et SOCS-3 mesurée au niveau des cellules somatotropes par la technique de quantification de 
fluorescence. (CTR Pla. n=3 ;  CTR C/P n=3 ; DIOs Pla. n=3 ; DIOs C/P n=3. * p<0,05 ; *** p< 0,001).

0

10

20

30

40

50

60

70

GH ObR SOCS-3

un
ité

ar
bi

tr
ai

re
 d

e 
flu

o.

*

*

***

***

*

0

20

40

60

80

100

120

CTR DIOs

A

B

%

*

 

 

I.6. Expression de ObR dans le cœur et l’hypothalamus des rats DIOs. 

 Par la technique d’ELISA, nous avons montré que la quantité de protéine ObR (toutes 

isoformes membranaires confondues) exprimée au niveau du ventricule gauche cardiaque est 

significativement inférieure chez les rats DIOs comparés aux rats CTR (Figure 45.A). 

L’expression de ObRb au niveau des noyaux hypothalamiques arqué et ventromédian est 

comparable entre les rats CTR, DIOs et DIOr (Figure 45.B). L’expression de SOCS-3 au 

niveau du noyau arqué est également comparable entre les rats CTR, DIOs et DIOr. Suite à 

l’injection aiguë intrapéritonéale de leptine, l’expression de SOCS-3 au niveau du noyau 

arqué est significativement augmentée chez les rats CTR et DIOs, mais pas chez les rats DIOr 

(Figure 45.C). Les expressions hypothalamiques de ObRb et SOCS-3 ont été étudiées par 

l’équipe de LM Williams, en utilisant la technique d’hybridation in situ. 
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A. Mesure par ELISA de la quantité de protéine ObR exprimée au niveau du ventricule gauche cardiaque. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rats CTR n=4; rat DIOs n=5).B. Mesure par 
hybridation in situ de l’expression de ObRb au niveau des noyaux arqué (ARC) et ventromédian (VMH) de 
l’hypothalamus. C. Mesure par hybridation in situ de l’expression de SOCS-3 au niveau du noyau arqué de 
l’hypothalamus, suite à l’injection aiguë intrapéritonéale de leptine (+ Ob). * p<0,05 ; ** p<0,01.
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Fig 45: Expression de ObR au niveau du tissu cardiaque et de ObRb, SOCS-3 au niveau central.

A. Mesure par ELISA de la quantité de protéine ObR exprimée au niveau du ventricule gauche cardiaque. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rats CTR n=4; rat DIOs n=5).B. Mesure par 
hybridation in situ de l’expression de ObRb au niveau des noyaux arqué (ARC) et ventromédian (VMH) de 
l’hypothalamus. C. Mesure par hybridation in situ de l’expression de SOCS-3 au niveau du noyau arqué de 
l’hypothalamus, suite à l’injection aiguë intrapéritonéale de leptine (+ Ob). * p<0,05 ; ** p<0,01.
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A. Mesure par ELISA de la quantité de protéine ObR exprimée au niveau du ventricule gauche cardiaque. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rats CTR n=4; rat DIOs n=5).B. Mesure par 
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l’hypothalamus. C. Mesure par hybridation in situ de l’expression de SOCS-3 au niveau du noyau arqué de 
l’hypothalamus, suite à l’injection aiguë intrapéritonéale de leptine (+ Ob). * p<0,05 ; ** p<0,01.
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II. Discussion - conclusion. 

 Nos résultats montrent que le contenu protéique en GH des cellules somatotropes est 

inférieur chez les rats obèses DIOs, ce qui est en accord avec une sécrétion de GH altérée 

dans la pathologie obésité. Chez les rats DIOr, le contenu protéique en GH des cellules 

somatotropes est largement supérieur à celui des rats CTR. Etant donné les actions lipolytique 

et anabolique de la GH, cette forte augmentation participe très certainement à la résistance à 

l’obésité induite par le régime hypercalorique, en réduisant notamment le stockage de 

triglycérides dans le tissu adipeux. Cependant, il est important de préciser qu’il ne faut pas 

confondre expression hypophysaire de GH et sécrétion de GH, et nous n’avons pas pu pour 

différentes raisons établir de profils plasmatiques de GH chez les rats DIOs et DIOr. 

 La supplémentation en CLA/PUFA, malgré son inefficacité sur le poids total et la 

masse adipeuse totale des rats, induit un retour à une glycémie normale et une diminution des 

NEFA circulants chez les rats DIOs. Ces modifications sont associées à une augmentation de 

la synthèse de GH au niveau hypophysaire, comme nous l’avons montré par la technique de 



                    Résultats – Action de la leptine sur les cellules somatotropes des rats obèses DIO. 

 131 

quantification de fluorescence. Les mécanismes biologiques conduisant à cet effet des 

CLA/PUFA sur la GH restent à élucider, mais étant donné l’action anti-obésité de la GH, un 

tel traitement (si son efficacité sur la GH était avérée chez l’homme) pourrait se révéler 

bénéfique pour les patients obèses. Cependant, la supplémentation en CLA/PUFA induit 

également une augmentation de l’expression de SOCS-3 dans les cellules somatotropes, chez 

les rats CTR et DIOs, suggérant une moins grande sensibilité à la leptine de ces cellules. 

 Nous avons émis l’hypothèse que la résistance à la leptine pouvait être une des raisons 

de l’altération de la sécrétion de GH caractéristiques de l’obésité. L’action de la leptine sur la 

sécrétion de GH, directement au niveau hypophysaire, reste soumise à controverse. 

Cependant, de nombreuses données plaident en faveur d’un effet hypophysaire direct de la 

leptine (voir Introduction – Chapitre 4 IV.2 et Résultats – Etude 2). Nos résultats montrent 

que l’expression de ObR au niveau des cellules somatotropes est augmentée chez les rats 

DIOs et diminuée chez les rats DIOr. Ce résultat est surprenant et contradictoire avec de 

précédentes études, utilisant le même modèle animal d’obésité, montrant une expression 

hypothalamique de ObRb diminuée chez les rats DIOs (Wilsey J et al. 2003). Concernant 

l’expression de SOCS-3 au niveau des cellules somatotropes, nos résultats montrent que celle-

ci n’est pas différente entre rats CTR et DIOs, mais augmentée chez les rats DIOr. Ce résultat 

est également surprenant, car l’obésité et la résistance à la leptine sont généralement 

caractérisées par une augmentation de l’expression de SOCS-3 (Bjorbaek C et al. 1998a; 

Steinberg GR et al. 2006; Watt MJ et al. 2006). De plus, cela sous-entend que les cellules 

somatotropes des rats DIOr sont moins sensibles aux effets biologiques de la leptine 

(expression de SOCS-3 augmentée et de ObR réduite) alors que cela devrait plutôt être le cas 

des cellules somatotropes des rats DIOs. Toutefois, la mesure de l’expression hypophysaire de 

SOCS-3 est difficile à mettre en relation avec les effets biologiques de la leptine, étant donné 

le rôle central de l’hypophyse et le nombre important de cytokines activant SOCS-3 et ayant 

pour cibles les cellules somatotropes. 

 Comment expliquer nos résultats particuliers obtenus chez les rats DIOs ?  

 

Concernant notre modèle animal, les poids des dépôts adipeux des rats DIOs sont en 

adéquation avec les autres études utilisant le même modèle, et sont même supérieurs à ceux 

obtenus par l’équipe de Levin (Levin BE et al. 1983). De la même manière, nos données 

mettent en évidence une accumulation intra-abdominale de tissu adipeux chez les rats DIOs, 

ce qui est une des caractéristiques du syndrome métabolique humain (Eckel et al. 2005). De 

plus, la concentration plasmatique de glucose chez les rats DIOs est supérieure à celle des rats 
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CTR, signe d’une hyperglycémie et d’une probable résistance à l’insuline (même faible). 

Aussi, au vu de leurs caractéristiques, les rats DIOs développés dans notre étude semblent 

constituer un bon modèle d’étude des modifications physiologiques associées à l’obésité. 

 Nous avons montré, en collaboration avec l’équipe du Pr R. Bonvallet, que le cœur des 

rats DIOs utilisés dans cette étude n’est pas caractérisé par une hypertrophie ventriculaire 

comme c’est le cas dans les modèles génétiques d’obésité (Barouch LA et al. 2003; Ricci E et 

al. 2006). La densité des courants ioniques contrôlant la contraction des myocytes cardiaques 

n’est pas affectée par les 14 semaines de régime hypercalorique. Néanmoins, l’expression de 

ObR au niveau du ventricule gauche des rats DIOs est réduite, et la leptine n’inhibe plus 

l’activation du courant INCX chez les rats DIOs, au contraire des rats CTR (Ricci E et al. 

2006). Ce résultat est le signe d’une résistance à l’action biologique de la leptine, même 

partielle, au niveau des myocytes cardiaques.  

 Les expériences réalisées par l’équipe de LM Williams (communication personnelle) 

sur le même modèle expérimental que le nôtre, montrent que les expressions de ObRb et 

SOCS-3 au niveau de l’ARC ne sont pas modifiées chez les rats DIOs. De plus, l’injection 

intrapéritonéale de leptine induit une augmentation de l’expression de SOCS-3 chez les rats 

DIOs. Ainsi, les rats DIOs ne possèdent pas les caractéristiques d’une résistance à la leptine 

au niveau central, même si l’étude de l’activation hypothalamique de STAT3 en réponse à une 

injection de leptine (périphérique et centrale) est nécessaire pour être catégorique. 

 Comme nous l’avons vu dans la partie Introduction Bibliographique, les expériences 

de DIO induisent progressivement l’obésité. Les états intermédiaires de la DIO sont 

caractérisés par une augmentation de la masse grasse, une hyperleptinémie, une augmentation 

de l’expression de ObRb (du moins au niveau central) et une résistance partielle à la leptine 

(Lin S et al. 2000). Au contraire, les états plus tardifs de la DIO, correspondant à une obésité 

sévère, sont caractérisés par une baisse de l’expression de ObRb (au niveau central) et par une 

résistance totale à la leptine (Wilsey J et al. 2003; Tortoriello DV et al. 2006). Aux vues de 

nos résultats sur l’expression hypophysaire de ObR, légèrement augmentée chez les rats 

DIOs, et l’expression hypothalamique de ObRb, comparable entre rats DIOs et CTR, il est 

possible d’envisager qu’après les 14 semaines de régime hypercalorique nous nous trouvons, 

dans nos conditions expérimentales, entre l’état intermédiaire et l’état tardif de la DIO, après 

la phase d’augmentation maximale de l’expression de ObR mais avant la phase de diminution 

complète de son expression.  

 Ainsi, étant donné le grand investissement nécessaire pour obtenir un nombre 

d’animaux obèses adéquat avec les expériences rigoureuses pratiquées (l’hypophyse étant un 
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petit tissu), étant donné également la durée du régime hypercalorique, et devant les premiers 

résultats obtenus dans cette étude, nous avons décidé de nous concentrer principalement sur 

les études 2 et 3 exposées dans la partie Résultat. De plus, une étude sérieuse, publiée 

quelques mois après le début de ma thèse par l’équipe de Casanueva, a montré que chez 

l’homme, l’altération de la sécrétion de GH associée à l’obésité n’est pas la conséquence des 

taux plasmatiques de leptine élevés, ni de la résistance à la leptine, contredisant notre 

hypothèse initialement formulée (Ozata M et al. 2003). 
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Etude 2 : Régulation de l’axe GH chez le rat Lou/C. 
 

 La souche de rat Lou/C est issue de la souche Wistar. Initialement, le rat Lou/C a été 

utilisé comme modèle de vieillissement sain ; tandis que 50% des rats Wistar sont morts à 24 

mois, ce chiffre passe à 30 mois pour les rats Lou/C (Alliot J et al. 2002). Le rat Lou/C 

présente un poids total et une prise alimentaire spontanée réduits, ainsi qu’une résistance à 

l’obésité avec l’âge, au contraire du rat Wistar (Boghossian S et al. 2000; Couturier K et al. 

2002). Cependant, la mesure de la prise alimentaire normalisée par le poids total des rats n’est 

pas significativement différente entre rats Lou/C et Wistar (sauf à 24 mois). Toujours en 

prenant en compte la normalisation par rapport au poids total des rats, le rat Lou/C est 

caractérisé par une dépense énergétique accrue (Perrin D et al. 2003). Les rats Wistar ingérant 

la même ration calorique que les rats Lou/C présentent une adiposité supérieure (Couturier K 

et al. 2002). 

 Les taux plasmatiques de leptine sont inférieurs chez le rat Lou/C et restent 

relativement constant avec l’âge, contrairement à ceux du rat Wistar qui augmentent 

fortement (Perrin D et al. 2003). Les taux plasmatiques d’insuline sont également inférieurs 

chez le rat Lou/C et constant avec l’âge. Le rat Lou/C ne développe pas de résistance à 

l’insuline avec l’âge, contrairement au rat Wistar (Couturier K et al. 2002; Perrin D et al. 

2003; Kappeler L et al. 2004b). 

 Concernant les neuropeptides hypothalamiques impliqués dans la régulation de la 

balance énergétique, une première étude réalisée au niveau de l’hypothalamus entier n’a 

relevé aucune différence significative entre rats Lou/C et Wistar dans l’expression de AgRP, 

NPY, αMSH, CART, Galanine, MCH et CRH, (Kappeler L et al. 2004b). L’équipe de LM 

Williams a étudié l’expression de ces neuropeptides dans les noyaux spécifiques de 

l’hypothalamus, et observé une expression de AgRP et NPY supérieure dans l’ARC chez le 

rat Lou/C (Mitchell SE et al. 2006). Ce résultat surprenant montre que les mécanismes 

responsables de la faible adiposité du rat Lou/C sont complexes. Cette dernière étude a été 

réalisée sur les mêmes rats utilisés au cours de cette thèse et apporte donc des informations 

importantes pour l’exploitation de nos résultats. 

La sécrétion de GH décroît progressivement avec l’âge. Cependant chez le rat Lou/C, 

cette diminution est ralentie en comparaison avec le rat Wistar, même si à 3 mois la sécrétion 

de GH est identique entre ces deux souches de rats  (Kappeler L et al. 2004a) (Figure 46). 

Etant donné l’importance de la GH sur le métabolisme énergétique (actions lipolytique et 
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anabolique), la sécrétion de GH accrue chez les rats Lou/C âgés participe à la résistance à 

l’obésité. L’étude de la régulation de la sécrétion de GH chez le rat Lou/C est donc 

particulièrement intéressante. Nous avons donc examiné ici l’expression des principaux 

composants de l’axe GH chez les rats Lou/C et Wistar (âgés de 3 mois). 
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I. Résultats. 

I.1. Caractéristiques des rats Lou/C. 

I.1.a. Poids des rats, des dépôts adipeux et prise alimentaire. 
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Fig 47: Caractéristiques des rats Lou/C.

A. Poids total (g) des rats Lou/C et Wistar âgés de 3 mois. B. Poids (g) des différents dépôts adipeux chez 
les rats Lou/C et Wistar. (sub: sous-cutanné ; epi: epididyme ; retro: rétropéritonéal ; mes: mésentérique ; 
omen: omental. C. Poids (g) de la masse grasse des rats Lou/C et Wistar. D. Poids de la masse grasse
normalisée par le poids total des rats Lou/C et Wistar. E. Prise alimentaire des rats Lou/C et Wistar, mesurée
en poids sec de nourriture ingérée par jour,.F. Prise alimentaire normalisée par le poids total des rats Lou/C 
et Wistar. (Lou/C: n=6 ; Wistar: n=6. ** p< 0,01; *** p< 0,001).
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Fig 47: Caractéristiques des rats Lou/C.

A. Poids total (g) des rats Lou/C et Wistar âgés de 3 mois. B. Poids (g) des différents dépôts adipeux chez 
les rats Lou/C et Wistar. (sub: sous-cutanné ; epi: epididyme ; retro: rétropéritonéal ; mes: mésentérique ; 
omen: omental. C. Poids (g) de la masse grasse des rats Lou/C et Wistar. D. Poids de la masse grasse
normalisée par le poids total des rats Lou/C et Wistar. E. Prise alimentaire des rats Lou/C et Wistar, mesurée
en poids sec de nourriture ingérée par jour,.F. Prise alimentaire normalisée par le poids total des rats Lou/C 
et Wistar. (Lou/C: n=6 ; Wistar: n=6. ** p< 0,01; *** p< 0,001).
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  A l’âge d’étude (3 mois), le poids total des rats Lou/C (237 ± 2.1 g) est 

significativement inférieur au poids total des rats Wistar (310g ± 4.3 g) (Figure 47.A). La 

masse grasse totale de l’organisme (Figure 47.C) et le poids des différents dépôts adipeux 

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

g / 16,9 g ; sous-cutané : 4,4 g / 2 g ; epididyme : 3,6 g / 1,1 g ; rétropéritonéal 2,9 g / 0,7 g ; 

mésentérique : 1,6 g / 0,83 g ; omental 0,43 g/ 0,2 g). Cependant, une fois normalisée par le 

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

et Wistar (Figure 47.D). La prise alimentaire, mesurée en poids sec de nourriture ingérée par 

jour, est significativement inférieure chez les rats Lou/C en comparaison aux rats Wistar 
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(Figure 47.E), mais comparable une fois normalisée par le poids total des rats (Figure 47.F). 

Les mesures de masse grasse et de prise alimentaire ont été réalisées par l’équipe de 

LM.Williams. 

 

I.1.b. Niveaux plasmatiques de leptine et de ghréline. 

 A trois mois, les taux plasmatiques de leptine sont inférieurs (30%) chez les rats 

Lou/C par comparaison aux rats Wistar. Au contraire, les taux plasmatiques de ghréline sont 

supérieurs (50%) chez les rats Lou/C (Figure 48). 
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Fig 48: Taux plasmatiques de leptine et ghréline chez les rats Lou/C et Wistar.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle. (Lou/C: n=6 ; Wistar: n=6. *** p< 0,001).
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Fig 48: Taux plasmatiques de leptine et ghréline chez les rats Lou/C et Wistar.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle. (Lou/C: n=6 ; Wistar: n=6. *** p< 0,001).
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I.2. Expression des sécrétagogues hypothalamiques GHRH et SRIF et 

de leurs récepteurs. 

 Nous avons mesuré par PCR quantitative en temps réel, réalisée à partir d’ARN 

extraits de l’hypothalamus entier, l’expression de GHRH et SRIF. Celle-ci n’est pas 

significativement différente entre les rats Lou/C et Wistar (Figure 49.A). Au niveau 

hypophysaire, toujours en utilisant la technique de PCR quantitative en temps réel, aucune 

différence significative n’a été observée dans l’expression des récepteurs du GHRH (GHRH-

R) et du SRIF (isoformes sst-1R, sst-2R, sst-5R), entre les rats Lou/C et Wistar (Figure 49.B). 
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Fig 49: Le système des sécrétagogues GHRH et SRIF chez les rats Lou/C.

A. Etude par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypothalamique du GHRH et du SRIF chez les 
rats Lou/C et Wistar. B. Etude par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire des 
récepteurs du GHRH (GHRH-R) et du SRIF (isoformes sst1-R, sst2-R, sst5-R). Les résultats sont exprimés 
en pourcentage de contrôle (rats Wistar). (Lou/C: n=6 ; Wistar: n=6).
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Fig 49: Le système des sécrétagogues GHRH et SRIF chez les rats Lou/C.

A. Etude par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypothalamique du GHRH et du SRIF chez les 
rats Lou/C et Wistar. B. Etude par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire des 
récepteurs du GHRH (GHRH-R) et du SRIF (isoformes sst1-R, sst2-R, sst5-R). Les résultats sont exprimés 
en pourcentage de contrôle (rats Wistar). (Lou/C: n=6 ; Wistar: n=6).

 

 

I.3. Expression des récepteurs de la leptine et de la ghréline. 

I.3.a. Au niveau hypophysaire. 

 Par PCR quantitative en temps réel, nous avons mis en évidence une expression 

hypophysaire de ObRa et ObRb inférieure (35 - 40%) chez les rats Lou/C, par comparaison 

aux rats Wistar (Figure 50.A). Suite à l’utilisation d’un kit commercial ELISA (R&D system), 

nous avons observé une quantité de protéine ObR (toutes isoformes membranaires 

confondues) exprimée dans l’hypophyse inférieure (38%) chez les rats Lou/C (Figure 50.B). 

 L’utilisation de la technique de PCR quantitative en temps réel nous a permis de 

mettre en évidence une expression hypophysaire de GHS-R supérieure (40%) chez les rats 

Lou/C, par comparaison aux rats Wistar (Figure 50.A). Au niveau de la protéine, nous avons 

également observé par la technique de Western-blot, une augmentation de GHS-R au niveau 

de l’hypophyse chez les rats Lou/C (Figure 50.C).  

 

I.3.b. Au niveau des cellules somatotropes. 

Quantification de fluorescence. 

 Par la technique de quantification de fluorescence, nous avons mis en évidence une 

quantité de protéine ObR exprimée au niveau des cellules somatotropes significativement 

inférieure (40%) chez les rats Lou/C, par comparaison aux rats Wistar (Figure 51). La 

quantité de protéine GH contenue dans les cellules somatotropes est, quant à elle, comparable 

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

A. Etude par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire de ObRa, ObRb et GHS-R chez 
les rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rats Wistar) (Lou/C: n=6 ; 
Wistar: n=6. *** p<0,001). B. Etude par ELISA de la quantité de protéine ObR exprimée au niveau 
hypophysaire chez les rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rats 
Wistar) (Lou/C: n=4 ; Wistar: n=4.  *** p<0,001). C. Analyse par Western-blot de l’expression protéique de 
GHS-R au niveau hypophysaire chez les rats Lou/C et Wistar (Lou/C: n=3 ; Wistar: n=3).
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Fig 50: Expression hypophysaire des récepteurs de la leptine et de la ghréline chez les rats Lou/C.

A. Etude par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire de ObRa, ObRb et GHS-R chez 
les rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rats Wistar) (Lou/C: n=6 ; 
Wistar: n=6. *** p<0,001). B. Etude par ELISA de la quantité de protéine ObR exprimée au niveau 
hypophysaire chez les rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rats 
Wistar) (Lou/C: n=4 ; Wistar: n=4.  *** p<0,001). C. Analyse par Western-blot de l’expression protéique de 
GHS-R au niveau hypophysaire chez les rats Lou/C et Wistar (Lou/C: n=3 ; Wistar: n=3).
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Fig 51: Expression du récepteur de la leptine au niveau des cellules somatotropes des rats Lou/C et 
Wistar.

L’expression de ObR et GH au niveau des cellules somatotropes a été étudiée par la technique de 
quantification de fluorescence. Les résultats sont exprimés en unité arbitraire de fluorescence (Lou/C: n=3 ; 
Wistar: n=3. ** p<0,01).
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Fig 51: Expression du récepteur de la leptine au niveau des cellules somatotropes des rats Lou/C et 
Wistar.

L’expression de ObR et GH au niveau des cellules somatotropes a été étudiée par la technique de 
quantification de fluorescence. Les résultats sont exprimés en unité arbitraire de fluorescence (Lou/C: n=3 ; 
Wistar: n=3. ** p<0,01).  

 

« Laser Capture Microdissection » (LCM) 

 Nous avons utilisé la technique de LCM afin d’isoler les cellules GH, identifiées par 

une immunofluorescence réalisée sur des coupes d’hypophyse congelées (Figure 52.A. 

panneau de gauche). La technique de LCM ne permettant pas, avec les appareils 

commercialisés à l’heure actuelle, de microdisséquer une seule cellule, nous avons tiré 
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avantage du fait que les cellules somatotropes sont organisées entre elles en un véritable 

réseau tridimensionnel à grande échelle au sein de l’hypophyse (voir Introduction - chapitre 4 

I.2). Au sein de ce réseau, les cellules GH sont regroupées en amas de plusieurs cellules, 

permettant leur isolation par la technique de LCM  (Figure 52.A panneau central). L’analyse 

de la qualité des ARN extraits à partir des cellules somatotropes capturées n’a révélé aucune 

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

réalisé une analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression de ObRa ,ObRb et 

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

52.B). 

 

A

B

Fig 52. Expression des récepteurs de la leptine et de la ghréline au niveau des cellules somatotropes 
isolées par LCM.

A. Immunofluorescence anti-GH réalisée sur des coupes congelées d’hypophyse en suivant le protocole 
établi pour la LCM (panneau de gauche). Image de cellules GH capturées par LCM (panneau du milieu). 
Bioanalyse (Agylent) de la qualité des ARN extraits des cellules somatotropes capturées par LCM (panneau 
de droite). B. Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression de ObRa, ObRb et GHS-R dans les 
cellules somatotropes capturées par LCM. Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rats 
Wistar). (Lou/C: n=3 ; Wistar: n=3).
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Fig 52. Expression des récepteurs de la leptine et de la ghréline au niveau des cellules somatotropes 
isolées par LCM.

A. Immunofluorescence anti-GH réalisée sur des coupes congelées d’hypophyse en suivant le protocole 
établi pour la LCM (panneau de gauche). Image de cellules GH capturées par LCM (panneau du milieu). 
Bioanalyse (Agylent) de la qualité des ARN extraits des cellules somatotropes capturées par LCM (panneau 
de droite). B. Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression de ObRa, ObRb et GHS-R dans les 
cellules somatotropes capturées par LCM. Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rats 
Wistar). (Lou/C: n=3 ; Wistar: n=3).
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I.4. Effets de l’injection de leptine. 

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

 Suite à l’injection intrapéritonéale aiguë de leptine (leptine de rat, 2 mg/kg), nous 

avons mesuré la concentration plasmatique de GH dans les prélèvements sanguins réalisés au 
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moment de l’euthanasie des rats, à l’aide d’un kit ELISA (ELISA GH rat, Spibio). Aucune 

différence significative entre la concentration plasmatique de GH des rats Lou/C et Wistar, 

avant ou après injection de leptine, n’a été observée (Figure 53.A). 

 

I.4.b. Sur l’expression des récepteurs de la leptine et de la ghréline au 

niveau hypophysaire. 

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

modification significative de l’expression hypophysaire de ObRa et ObRb, étudiée par PCR 

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

R est augmentée significativement chez ces deux souches de rats, aussi bien 2 heures que 4 

heures après l’injection de leptine (Figure 53.B). 
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Fig 53: Effets de l’injection de leptine sur la concentration plasmatique de GH et l’expression 
hypophysaire des récepteurs de la leptine et de la ghréline.

A. Mesure par ELISA des taux plasmatiques de GH chez les rats Lou/C et Wistar, 2 h après injection aiguë
intrapéritonéale de leptine. B. Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire de 
ObRa, ObRb et GHS-R suite à l’injection aiguë intrapéritonéale de leptine, chez les rats Lou/C et Wistar. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rats Wistar sans injection de leptine). (Lou/C: n=6 ; 
Lou/C + leptine 2 h: n=5; Lou/C + leptine 4 h: n=6 ; Wistar: n=6 ; Wistar + leptine 2 h: n=6 ; Wistar + 
leptine 4 h: n=6. * p<0,05; ** p< 0,01).
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Fig 53: Effets de l’injection de leptine sur la concentration plasmatique de GH et l’expression 
hypophysaire des récepteurs de la leptine et de la ghréline.

A. Mesure par ELISA des taux plasmatiques de GH chez les rats Lou/C et Wistar, 2 h après injection aiguë
intrapéritonéale de leptine. B. Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire de 
ObRa, ObRb et GHS-R suite à l’injection aiguë intrapéritonéale de leptine, chez les rats Lou/C et Wistar. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rats Wistar sans injection de leptine). (Lou/C: n=6 ; 
Lou/C + leptine 2 h: n=5; Lou/C + leptine 4 h: n=6 ; Wistar: n=6 ; Wistar + leptine 2 h: n=6 ; Wistar + 
leptine 4 h: n=6. * p<0,05; ** p< 0,01).
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Fig 53: Effets de l’injection de leptine sur la concentration plasmatique de GH et l’expression 
hypophysaire des récepteurs de la leptine et de la ghréline.

A. Mesure par ELISA des taux plasmatiques de GH chez les rats Lou/C et Wistar, 2 h après injection aiguë
intrapéritonéale de leptine. B. Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire de 
ObRa, ObRb et GHS-R suite à l’injection aiguë intrapéritonéale de leptine, chez les rats Lou/C et Wistar. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de contrôle (rats Wistar sans injection de leptine). (Lou/C: n=6 ; 
Lou/C + leptine 2 h: n=5; Lou/C + leptine 4 h: n=6 ; Wistar: n=6 ; Wistar + leptine 2 h: n=6 ; Wistar + 
leptine 4 h: n=6. * p<0,05; ** p< 0,01).

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

Wistar Lou/C
0

50

100

150

200

250

300

ObRa ObRb GHS-R

G
H

 (
ng

/m
L)

%
**
* *

*
A B

 

 

I.4.c. Sur l’expression des récepteurs de GHRH et SRIF. 

 Dans les mêmes conditions expérimentales que précédemment, les expressions 

hypophysaires des différentes isoformes du récepteur de SRIF ne sont pas modifiées par 

l’injection de leptine, aussi bien chez les rats Lou/C que chez les rats Wistar (Figure 54). 

L’expression hypophysaire de GHRH-R suite à l’injection de leptine n’est pas modifiée chez 

les rats Wistar, mais est significativement diminuée (24%) chez les rats Lou/C, 2 heures après 

injection (Figure 54).  
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Fig 54: Effets de l’injection de leptine sur l’expression hypophysaire des récepteurs de GHRH et SRIF.

Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire de GHRH-R, sst-1R, sst-2R,      
sst-5R, suite à l’injection aiguë intrapéritonéale de leptine, chez les rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage de contrôle (rats Wistar sans injection de leptine). (Lou/C: n=6 ; Lou/C + leptine: 
n=5; Wistar: n=6 ; Wistar + leptine: n=6.  *** p< 0,001).
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Fig 54: Effets de l’injection de leptine sur l’expression hypophysaire des récepteurs de GHRH et SRIF.

Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire de GHRH-R, sst-1R, sst-2R,      
sst-5R, suite à l’injection aiguë intrapéritonéale de leptine, chez les rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage de contrôle (rats Wistar sans injection de leptine). (Lou/C: n=6 ; Lou/C + leptine: 
n=5; Wistar: n=6 ; Wistar + leptine: n=6.  *** p< 0,001).
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Fig 55: Effets de l’injection de leptine sur l’expression hypophysaire des récepteurs de la GH et 
d’IGF-1.

Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire de GH-R et IGF-1R suite à
l’injection aiguë intrapéritonéale de leptine, chez les rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage de contrôle (rats Wistar sans injection de leptine). (Lou/C: n=6 ; Lou/C + leptine: n=5; Wistar: 
n=6 ; Wistar + leptine: n=6. *** p< 0,001).
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Fig 55: Effets de l’injection de leptine sur l’expression hypophysaire des récepteurs de la GH et 
d’IGF-1.

Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire de GH-R et IGF-1R suite à
l’injection aiguë intrapéritonéale de leptine, chez les rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage de contrôle (rats Wistar sans injection de leptine). (Lou/C: n=6 ; Lou/C + leptine: n=5; Wistar: 
n=6 ; Wistar + leptine: n=6. *** p< 0,001).
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I.5. Les rétrocontrôles négatifs de l’axz somatotrope chez les rats 

Lou/C. 

 L’étude de l’expression hypophysaire du récepteur de la GH (GH-R) par PCR 

quantitative en temps réel n’a révélé aucune différence entre rats Lou/C et Wistar. Cependant, 

suite à l’injection intrapéritonéale de leptine, l’expression de GH-R est significativement 

diminuée (26%) chez les rats Lou/C (Figure 55). L’expression hypophysaire du récepteur de 

IGF-1 (IGF-1R) est significativement inférieure (21%) chez les rats Lou/C par comparaison  
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aux rats Wistar. L’injection intrapéritonéale de leptine n’induit pas de modification 

significative de l’expression hypophysaire de IGF-1R chez les deux souches de rats (Figure 

55).  

 

I.6. SOCS-3. 

 Au niveau de l’hypophyse, l’analyse par PCR quantitative en temps réel montre que 

l’expression de SOCS-3 est significativement supérieure (42%) chez les rats Lou/C par 

comparaison aux rats Wistar. L’injection aiguë intrapéritonéale de leptine induit une 

augmentation significative (29%) de l’expression de SOCS-3 chez les rats Wistar (Figure 56). 

Par la technique de quantification de fluorescence, nous avons observé que la quantité de 

protéine SOCS-3 exprimée dans les cellules somatotropes est comparable chez les rats Lou/C 

et Wistar (Figure 56). 
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Fig 56: Expression de SOCS-3 chez les rats Lou/C.

A. Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire de SOCS-3, suite à une 
injection aiguë intrapéritonéale de leptine, chez les rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage de contrôle (rats Wistar sans injection de leptine). (Lou/C: n=6 ; Lou/C + leptine 2 h: n=5; 
Wistar: n=6 ; Wistar + leptine 2 h: n=6. * p<0,05; ** p< 0,01). B. Analyse de la quantité de protéine SOCS-3 
exprimée dans les cellules somatotropes par la technique de quantification de fluorescence. Les résultatssont
exprimés en unité arbitraire de fluorescence. (Lou/C: n=3 ; Wistar: n=3. ** p< 0,01).
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Fig 56: Expression de SOCS-3 chez les rats Lou/C.

A. Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire de SOCS-3, suite à une 
injection aiguë intrapéritonéale de leptine, chez les rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage de contrôle (rats Wistar sans injection de leptine). (Lou/C: n=6 ; Lou/C + leptine 2 h: n=5; 
Wistar: n=6 ; Wistar + leptine 2 h: n=6. * p<0,05; ** p< 0,01). B. Analyse de la quantité de protéine SOCS-3 
exprimée dans les cellules somatotropes par la technique de quantification de fluorescence. Les résultatssont
exprimés en unité arbitraire de fluorescence. (Lou/C: n=3 ; Wistar: n=3. ** p< 0,01).
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I.7. Action autocrine/paracrine de la leptine et de la ghréline. 

 Par PCR quantitative en temps réel nous avons étudié l’expression des hormones 

leptine et ghréline au niveau de l’hypophyse. L’expression hypophysaire de la leptine est 

significativement inférieure (32%) chez les rats Lou/C par comparaison aux rats Wistar. 

L’expression hypophysaire de la ghréline est elle comparables entre les deux souches de rats 

(Figure 57). 

L’injection aiguë intrapéritonéale de leptine induit une diminution significative de 

l’expression hypophysaire de la leptine chez les rats Lou/C et Wistar (4 h après injection) 

(28% et 27% respectivement), mais n’influence pas l’expression hypophysaire de la ghréline 

(Figure 57).  
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Fig 57: Expression hypophysaire de la leptine et de la ghréline.

Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire de la leptine et de la ghréline, 
suite à une injection aiguë intrapéritonéale de leptine, chez les rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage de contrôle (rats Wistar sans injection de leptine). (Lou/C: n=6 ; 
Lou/C + leptine 4 h: n=6; Wistar: n=6 ; Wistar + leptine 4 h: n=6. *** p< 0,001). 
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Fig 57: Expression hypophysaire de la leptine et de la ghréline.

Analyse par PCR quantitative en temps réel de l’expression hypophysaire de la leptine et de la ghréline, 
suite à une injection aiguë intrapéritonéale de leptine, chez les rats Lou/C et Wistar. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage de contrôle (rats Wistar sans injection de leptine). (Lou/C: n=6 ; 
Lou/C + leptine 4 h: n=6; Wistar: n=6 ; Wistar + leptine 4 h: n=6. *** p< 0,001). 
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II. Discussion. 

 La sécrétion de GH diminue progressivement avec l’âge, mais cette diminution est 

moins importante chez les rats Lou/C par comparaison au rat Wistar. Néanmoins à l’âge de 3 

mois, la sécrétion de GH est comparable entre ces deux souches de rats, aussi bien en terme 

d’amplitude et de fréquence des pics de sécrétion qu’en terme de contenu hypophysaire en 

GH (Kappeler L et al. 2004a). Cependant nos résultats montrent que les taux plasmatiques de 

leptine et ghréline varient entre rats Lou/C et Wistar âgés de 3 mois. Ces deux hormones 

participant à la régulation de la sécrétion de GH, comment expliquer alors que cette sécrétion 

soit comparable entre les rat Lou/C et Wistar ?  
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II.1. Le système GHRH / SRIF. 

 Afin de répondre à cette question, nous avons étudié le système des sécrétagogues 

hypothalamiques GHRH et SRIF qui sont parmi les principaux régulateurs de la sécrétion de 

GH. Nos données montrent que l’expression hypothalamique de GHRH et SRIF ainsi que 

l’expression hypophysaire de leurs récepteurs sont comparables entre rats Lou/C et Wistar. 

Ceci suggére que le système GHRH / SRIF n’est pas affecté chez les rats Lou/C, même s’il ne 

faut pas confondre expression et sécrétion des sécrétagogues. Ces résultats sont en accord 

avec une sécrétion de GH comparable entre ces deux souches de rats, à l’âge de 3 mois.  

 Néanmoins, les expressions de GHRH et SRIF notamment sont régulées par la leptine 

et la ghréline entre autres. Ainsi la variation des taux plasmatiques de ces deux hormones chez 

les rats Lou/C devrait se répercuter sur le système GHRH / SRIF.  

 

II.1.a. Régulation de l’expression du GHRH et de SRIF. 

 Une expression hypothalamique de GHRH comparable entre rats Lou/C et Wistar a 

également été mise en évidence par une autre équipe de recherche (Kappeler L et al. 2004a). 

Les neurones à GHRH sont localisés principalement au niveau de l’ARC, et à un moindre 

degré au niveau du VMH (Bloch B et al. 1983). Dans ces noyaux hypothalamiques, 

l’expression de GHS-R est inférieure chez les rats Lou/C utilisés dans cette étude (Mitchell 

SE et al. 2006), ce qui pourrait compenser l’effet stimulateur sur l’expression hypothalamique 

de GHRH des taux plasmatiques de ghréline élevés caractéristiques de cette souche de rats 

(Dickson SL et Luckman SM 1997; Tannenbaum GS et al. 2003). Au niveau de l’ARC et du 

VMH, l’expression de ObRb est également inférieure chez les rats Lou/C utilisés dans cette 

étude (Mitchell SE et al. 2006), qui sont donc caractérisés par des taux plasmatiques de 

leptine et une expression hypothalamique de son récepteur inférieurs. Ainsi, l’effet 

stimulateur de la leptine sur l’expression de GHRH (Carro E et al. 1999) est plus faible chez 

les rats Lou/C, par comparaison aux rats Wistar. 

 Le SRIF est synthétisé principalement par des neurones hypothalamiques localisés au 

niveau du PVN (Harvey S et al. 1994). Aucune information n’est disponible dans la littérature 

sur l’expression de ObRb et GHS-R au niveau de ce noyau hypothalamique, chez les rats 

Lou/C. Cependant, l’action hypothalamique de la leptine et de la ghréline sur la sécrétion de 

GH est médiée en partie par les neurones NPY. L’injection ICV de NPY stimule la sécrétion 

de SRIF au niveau de la tige pituitaire (Hisano S et al. 1990; Rettori V et al. 1990) et induit 

une suppression totale ou partielle de la sécrétion de GH (Rettori V et al. 1990; Pierroz DD et 
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al. 1996). Malgré une expression de SRIF comparable entre rats Lou/C et Wistar, l’expression 

de NPY au niveau de l’ARC est supérieure chez les rats Lou/C utilisés dans cette étude 

(Mitchell SE et al. 2006). L’expression de SRIF est également stimulée par l’insuline chez 

l’homme et  les rongeurs (Harvey S et al. 1994), et les taux plasmatiques d’insuline sont 

inférieurs ou comparables chez les rats Lou/C âgés de 3 mois (Perrin D et al. 2003; Kappeler 

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

 En conclusion, l’expression hypothalamique de GHRH et SRIF est comparable entre 

rats Lou/C et Wistar même si les nombreux facteurs contrôlant leur expression varient entre 

les deux souches de rats, facteurs qui au final se compensent entre eux. Ce cas de figure est 

également retrouvé dans une étude montrant que chez les souris obèses DIO l’expression de 

GHRH et SRIF n’est pas modifiée, malgré des taux plasmatiques de ghréline diminués, une 

hyperleptinémie, une hyperglycémie et une modification de l’expression de NPY (Luque RM 

et Kineman RD 2006).  

L’expression du GHRH est comparable entre rats Lou/C et Wistar tout au long de leur 

vie (Kappeler L et al. 2004a), suggérant que la sécrétion de ce sécrétagogue hypothalamique 

n’est pas responsable de la plus faible diminution de la sécrétion de GH avec l’âge, 

caractéristique des rats Lou/C. Aucune donnée concernant l’évolution de l’expression et de la 

sécrétion de SRIF avec l’âge n’est disponible dans la littérature. En conclusion, l’équilibre 

GHRH/SRIF n’étant pas affecté chez les rats Lou/C, le niveau hypophysaire de la régulation 

de la sécrétion de GH prend donc toute son importance. 

 

II.1.b. Régulation de l’expression hypophysaire des récepteurs de GHRH 

et SRIF. 

 Concernant l’expression hypophysaire du récepteur de GHRH (GHRH-R) et des 

différentes isoformes du récepteur de SRIF (sst-1R, sst-2R, sst-5R), aucune différence entre 

rats Lou/C et Wistar n’a été observée. Cependant, l’hypophyse étant composée de plusieurs 

populations de cellules endocrines, cela ne veut pas dire que l’expression de ces récepteurs 

n’est pas modifiée au niveau des cellules somatotropes.   

Dans le cas du récepteur de SRIF, seules les isoformes sst-1R, sst-2R et sst-5R sont 

exprimées dans l’hypophyse, et ce sont sst-2R et sst-5R qui sont principalement impliquées 

dans le contrôle de la sécrétion de GH chez le rat (Raynor K et al. 1993; Shimon I et al. 

1997). Mais le SRIF participe également, via sst-2R et sst-5R, à la régulation de la sécrétion 

des hormones hypophysaires TSH, PRL et LH (Shimon I et al. 1997) et le récepteur de SRIF 

(toutes isoformes confondues) est localisé dans l’ensemble des cellules endocrines de 



                                                               Résultats –  Régulation de l’axe GH chez le rat Lou/C. 

 147 

l’adénohypophyse (Morel G et al. 1985). Ainsi notre étude de l’expression hypophysaire du 

récepteur de SRIF ne nous donne malheureusement qu’une information incomplète 

concernant l’impact de SRIF sur la régulation de la sécrétion de GH chez le rat Lou/C.  

 Le GHRH-R étant exprimé spécifiquement au niveau des cellules somatotropes (Morel 

G et al. 1999), l’expression de ce récepteur au niveau de l’hypophyse entière reflète 

précisément son expression au niveau de ce type cellulaire. L’expression de GHRH-R est 

comparable entre rats Lou/C et Wistar âgés de 3 mois, malgré les nombreux facteurs 

contrôlant son expression qui varient entre ces deux souches de rats. 

Ainsi, l’expression de GHRH-R est inhibée par l’insuline (Luque RM et Kineman RD 2006) 

et IGF-1 (Luque RM et al. 2006a). Malgré une sécrétion de GH comparable, les taux 

plasmatiques d’IGF-1 sont inférieurs chez les rats Lou/C âgés de 3 mois (Kappeler L et al. 

2004a; Kappeler L et al. 2004b). Cependant aucune information n’est disponible sur les taux 

plasmatiques d’IGF-1 biologiquement actif chez les rats Lou/C et Wistar.  

Les FFA, qui sont de puissants inhibiteurs de la sécrétion de GH (Casanueva FF et al. 1987; 

Alvarez CV et al. 1991), inhibent l’expression hypophysaire de GHRH-R (Luque RM et al. 

2006a). Cependant les taux plasmatiques de FFA sont comparables entre rats Lou/C et Wistar 

âgés de 3 mois (Couturier K et al. 2002). 

Les hormones Thyroxine (T4) et Triiodothyroxine (T3), sécrétées par la glande thyroïde en 

réponse à la TSH, stimulent la sécrétion de GH et l’expression hypophysaire de GHRH-R 

(Miki N  et al. 1995; Korytko A et Cuttler L 1997). Chez les rats Lou/C utilisés dans cette 

étude, les taux plasmatiques de TSH et T4 sont inférieurs, tandis que les taux de T3 semblent 

inchangés (Mitchell SE et al. 2006). Cependant, chez les rats Lou/C, le système des hormones 

thyroïdiennes ne semble pas être un facteur prédominant de la régulation de l’expression 

hypophysaire de GHRH-R, ceci est dû au fait qu’il n’existe pas de corrélation entre 

l’évolution de l’expression de GHRH-R avec l’âge et l’évolution des taux plasmatiques de T4 

(Veyrat-Durebex C et al. 2005). 

La leptine et la ghréline régulent également l’expression hypophysaire de GHRH-R mais cette 

action n’est pas encore clairement définie. La leptine, malgré son action stimulatrice sur la 

sécrétion de GH, semble inhiber l’expression hypophysaire de GHRH-R, du moins dans un 

modèle de culture primaire de cellules adénohypophysaires de vache (Roh S-G et al., 2001). 

La ghréline semble également, de façon encore plus surprenante, inhiber l’expression 

hypophysaire de GHRH-R dans un modèle de culture primaire de cellules hypophysaires de 

porc (Luque RM et al. 2004). 



                                                               Résultats –  Régulation de l’axe GH chez le rat Lou/C. 

 148 

 L’altération de la sécrétion de GH avec l’âge est associée à une diminution de 

l’expression hypophysaire de GHRH-R et de la réponse des cellules somatotropes au GHRH 

(Lefrancois L et al. 1995; Girard N et al. 1999). Cependant, chez les rats Lou/C, l’expression 

hypophysaire de GHRH-R est relativement constante dans le temps et comparable entre rats 

âgés (24 mois) et jeunes (3 mois) (Veyrat-Durebex C et al. 2005). Sachant que l’évolution 

avec l’âge de l’expression hypothalamique de GHRH est comparable entre rats Lou/C et 

Wistar (Kappeler L et al. 2004a), l’expression constante de GHRH-R prend toute son 

importance dans la plus faible diminution de la sécrétion de GH chez les rats Lou/C âgés.  

 

II.2. Expression des récepteurs de la leptine et de la ghréline. 

 Les taux plasmatiques de ghréline et de leptine étant différents entre rats Lou/C et 

Wistar, l’étude de l’expression hypophysaire de leurs récepteurs est primordiale pour 

appréhender la régulation de l’axe GH chez le rat Lou/C. Rappelons ici que les expressions de 

ObRb et de GHS-R au niveau de l’ARC et du VMH sont inférieures chez les rats Lou/C 

utilisés dans cette étude (Mitchell SE et al. 2006).  

 

II.2.a. Expression hypophysaire de GHS-R. 

 Comme nous l’avons vu, il faut dissocier les effets orexigéniques et ceux sur la 

sécrétion de GH de la ghréline. L’action de la ghréline sur la sécrétion de GH semble médiée 

principalement par l’hypophyse, son effet sur la balance énergétique étant lié à 

l’hypothalamus (Howard AD et al. 1996; Shuto Y et al. 2002). De plus, le système 

GHRH/SRIF n’étant pas affecté chez les rats Lou/C, l’impact des taux plasmatiques de 

ghréline supérieurs, caractéristiques de cette souche de rats, sur la sécrétion de GH doit donc 

être examiné au niveau hypophysaire.  

 Si, chez le rat, l’injection centrale de ghréline stimule la sécrétion de LH, GH, PRL et 

ACTH  (Korbonits M et al. 2004; Iqbal J et al. 2006), l’injection intraveineuse de ghréline  

n’influence pas la sécrétion des hormones hypophysaires autres que la GH (Kojima M et al. 

1999). Cela suggère que GHS-R est exprimé très majoritairement au niveau des cellules 

somatotropes, ce qui a été confirmé (Smith RG et al. 1997; Korbonits M et al. 2004). 

L’expression de GHS-R dans l’hypophyse entière reflète donc son expression dans les 

cellules somatotropes. Nos résultats obtenus par PCR quantitative en temps réel montrent que 

l’expression hypophysaire de GHS-R est supérieure chez les rats Lou/C. En conclusion, 

malgré une synthèse et une sécrétion de GH comparables entre rats Lou/C et Wistar, l’action 
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de la ghréline est supérieure chez les rats Lou/C (taux de ghréline plasmatique et expression 

hypophysaire de GHS-R plus élevés). Ceci suggère également, chez les rats Lou/C, un 

meilleur effet de potentialisation de la ghréline sur la réponse des cellules somatotropes au 

GHRH dont le taux est similaire entre les deux souches de rats étudiés. 

 L’expression hypophysaire de GHS-R est inhibée par la GH (Kamegai J et al. 1998), 

les FFA (chez les primates du moins (Luque RM et al. 2006a)) et stimulée par le GHRH 

(Kineman RD et al. 1999)), autant de facteurs qui ne varient pas entre rats Lou/C et Wistar 

âgés de 3 mois. L’expression hypophysaire de GHS-R plus élevée peut être expliquée en 

partie par l’action de l’insuline qui l’inhibe (Luque RM et Kineman RD 2006) et dont les taux 

plasmatiques semblent inférieurs chez les rats Lou/C (Perrin D et al. 2003; Kappeler L et al. 

2004b). Les niveaux plasmatiques de T4, qui stimule l’expression hypophysaire de GHS-R 

(Kamegai J et al. 2001a) sont plus élevés chez les rats Lou/C (Mitchell SE et al. 2006). Les 

taux plasmatiques de ghréline sont uniquement supérieurs chez les rats Lou/C âgés de 3 mois 

et comparables chez les rats Lou/C et Wistar âgés de 24 mois, malgré le lien entre la sécrétion 

de ghréline et les niveaux de masse adipeuse de l’organisme (Kappeler L et al. 2004a). A 24 

mois, l’expression hypophysaire de GHS-R est également comparable chez les rats Lou/C et 

Wistar. Ces données suggèrent que le système ghréline n’est pas impliqué dans la sécrétion de 

GH supérieure chez le rat Lou/C âgés (Kappeler L et al. 2004a). 

 

II.2.b. Expression hypophysaire de ObR. 

 Comme nous l’avons vu dans la partie Introduction bibliographique, l’action de la 

leptine au niveau hypophysaire reste soumise à controverse. Dans cette étude, grâce à la 

technique de PCR quantitative en temps réel, nous avons montré l’expression hypophysaire 

de ObRa et surtout de ObRb, en utilisant deux couples d’amorces différents dans ce dernier 

cas afin de réduire les artéfacts expérimentaux. Ce résultat contredit en soit les détracteurs de 

l’action hypophysaire de la leptine, mais est en adéquation avec les différentes études 

montrant l’expression hypophysaire de ces deux isoformes de ObR dans l’hypophyse 

humaine et murine (Cai A et Hyde JF 1998; Dieterich K et Lehnert H 1998; Jin L et al. 1999; 

Morash B et al. 1999; Jin L et al. 2000; Morash B et al. 2001). Nos résultats montrent que 

l’expression de ObRa et de ObRb dans l’hypophyse entière est inférieure de 35-40% chez les 

rats Lou/C par comparaison aux rats Wistar. En utilisant un kit Elisa (R&D system), nous 

avons également observé que la quantité de protéine ObR (toutes isoformes membranaires 

confondues) exprimée au niveau de l’hypophyse est inférieure (40%) chez les rats Lou/C.  
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 L’équipe de Osamura montre que ObR est exprimé majoritairement (à 98%) dans les 

cellules somatotropes (Sone M et al. 2001). Cependant, étant donné les multiples actions 

physiologiques de la leptine et l’importance de l’hypophyse en tant que glande endocrine, il 

est impossible aux vues des connaissances actuelles d’écarter la possibilité que plusieurs types 

de cellules endocrines adénohypophysaires expriment ObR. De plus, nos résultats d’immuno-

marquage anti-ObR dans l’hypophyse montrent que ce récepteur est également localisé dans 

des cellules autres que les cellules somatotropes.  

Nous avons étudié par la technique de quantification de fluorescence la quantité de protéine 

ObR exprimée au niveau des cellules somatotropes et observé une diminution de cette 

expression chez les rats Lou/C, diminution qui est du même ordre de grandeur qu’au niveau 

de l’hypophyse entière (40%). Cette technique a déjà été utilisée précédemment par notre 

équipe, et bien qu’elle soit peu populaire elle est fiable, même si elle ne donne qu’une 

approche semi-quantitative de l’expression (Mertani HC et al. 2003).  

Afin d’étudier, au niveau des cellules somatotropes, l’expression des deux isoformes ObRa et 

ObRb, que nous ne pouvons distinguer par la technique de quantification de fluorescence 

(principalement parce qu’il n’existe pas d’anticorps anti-ObRb commercial de qualité), nous 

avons procédé à l’isolation des cellules somatotropes par la technique de LCM suivie d’une 

analyse par PCR quantitative en temps réel. Nous avons montré que cette technique est 

applicable aux cellules somatotropes grâce à leur organisation 3D et au protocole 

d’immunofluorescence que nous avons développé permettant d’identifier ces cellules sans 

altérer la qualité des ARN extraits. Ce protocole permet potentiellement de capturer des 

cellules de n’importe quel tissu, dans la limite de l’organisation spatiale et de l’expression 

cellulaire de la protéine spécifique permettant leur reconnaissance. En effet notre protocole 

expérimental a bien fonctionné grâce au fait que la GH est très exprimée dans les cellules 

somatotropes, permettant leur identification par une réaction d’immunofluorescence très 

courte dans le temps.  

L’utilisation de la LCM nous a permis de montrer que les deux isoformes ObRa et ObRb sont 

exprimées au niveau des cellules somatotropes, ce qui est déjà un résultat très intéressant en 

soit. 

Cependant les différences d’expression de ObRa, ObRb et GHS-R entre les rats Lou/C et 

Wistar ne sont pas significatives dans nos conditions expérimentales. Ceci est principalement 

dû à un manque d’expérience de cette technique. En effet, la capture d’un plus grand nombre 

de cellules somatotropes à partir de chaque animal nous aurait permis d’une part d’augmenter 

la quantité d’ARN obtenue après extraction (malgré un nombre de cellules prélevées 
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largement supérieur à celui recommandé par le fabriquant), et d’autre part d’avoir une plus 

grande vision de l’ensemble de la population des cellules somatotropes. De plus des 

considérations autres que scientifiques (coût de la LCM) ne nous ont pas permis de réaliser 

cette technique sur plus de trois rats de chaque catégorie. Dans cette situation, les statistiques 

ne pardonnent pas le moindre écart.  

 En conclusion, l’effet de la leptine sur la sécrétion de GH est potentiellement plus 

faible chez les rats Lou/C. En effet, les faibles taux plasmatiques de leptine sont associés à 

une plus faible expression du récepteur de la leptine au niveau hypothalamique (ARC et 

VMH) et hypophysaire. Ceci suggère notamment une altération de la potentialisation de la 

leptine sur la réponse des cellules somatotropes au GHRH, potentialisation qui a été mise en 

évidence dans des cultures primaires de cellules adénohypophysaires de rat (Mizuno I et al. 

1999). Il faut cependant rappeler qu’en comparaison au GHRH et à la ghréline, les effets de la 

leptine sur la sécrétion de GH sont faibles, et le réel impact d’un système leptine moins 

« efficace » chez les rats Lou/C en ce qui concerne la GH reste à définir. 

 

II.3. Les boucles de rétrocontrôles négatifs.  

La sécrétion de GH est totalement régulée par les rétrocontrôles négatifs 

hypothalamiques et hypophysaires de la GH et d’IGF-1. Le système GHRH/SRIF étant 

comparable entre les rats Lou/C et Wistar, nous nous sommes intéressés au niveau 

hypophysaire des rétrocontrôles. Les taux plasmatiques de GH sont identiques chez les rats 

Lou/C et Wistar âgés de 3 mois, et nous avons mis en évidence que l’expression hypophysaire 

du récepteur de la GH l’est également. Ces données montrent que le rétrocontrôle négatif 

exercé par la GH sur les cellules somatotropes est comparable entre rats Lou/C et Wistar. 

Néanmoins, encore une fois, il ne faut pas confondre expression hypophysaire et expression 

au niveau des cellules somatotropes et aucune information, chez le rat Lou/C, n’est disponible 

concernant les taux plasmatiques de GHBP (« GH Binding Protein ») qui régule les taux 

plasmatiques de GH biologiquement active.  

 Les taux plasmatiques d’IGF1 sont inférieurs chez les rats Lou/C âgés de 3, 12 et 24 

mois par comparaison aux rats Wistar du même âge (Kappeler L et al. 2004a).  

Les auteurs de cette étude suggèrent alors, aux vues de la sécrétion de GH comparable entre 

les rats Lou/C et Wistar âgés de 3 mois, une résistance à la GH chez les rats Lou/C. 

Cependant cette hypothèse est envisageable si la taille inférieure des rats Lou/C et leur 

longévité accrue est prise en considération (les souris transgéniques surexprimant IGF-1 
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vivent en effet moins longtemps (Bartke A 2003)), mais l’est moins aux vues de la faible 

adiposité de ces rats, et de leur développement somme toute normal. Le récepteur de l’IGF-1 

est exprimé au niveau des cellules somatotropes (Eppler E et al. 2007) et nous avons mis en 

évidence que son expression hypophysaire est inférieure chez les rats Lou/C, suggérant que le 

rétrocontrôle négatif exercé par IGF-1 sur les cellules somatotropes est réduit chez cette 

souche de rat (IGF-1 plasmatique et expression hypophysaire de IGF-1R réduits). Cependant, 

comme nous l’avons déjà signalé, chez les rats Lou/C, aucune information n’est disponible 

sur les taux plasmatiques de IGF-1BP, qui régule la quantité d’IGF-1 biologiquement active.  

 

II.4 Effets de l’injection de leptine sur l’axe GH des rats Lou/C et 

Wistar. 

 Les rats Lou/C étant caractérisés par des taux plasmatiques de leptine inférieurs à ceux 

des rats Wistar, nous avons émis l’hypothèse d’une sensibilité à la leptine différente entre ces 

deux souches de rats. De plus, chez les rats Lou/C utilisés au cours de cette étude, 

l’expression de SOCS-3 au niveau de l’ARC n’est pas modifiée par une injection 

intrapéritonéale de leptine, contrairement aux rats Wistar où elle est augmentée, suggérant une 

sensibilité à la leptine inférieure au niveau central chez les rats Lou/C (Mitchell SE et al. 

2006). Chez les rats Sprague-Dawley alimentés, l’infusion ICV de leptine augmente 

l’amplitude des pulses de GH et la réponse au GHRH, tandis que l’injection ICV de leptine 

(aiguë) n’induit pas de modification de la sécrétion de GH (Carro E et al. 1997; Tannenbaum 

GS et al. 1998). Ceci suggère que la leptine, à sa concentration plasmatique standard (rats 

alimentés normalement), exerce un effet maximal sur la sécrétion de GH. Aux vues de leur 

faible taux plasmatique de leptine, les rats Lou/C pourraient représenter un bon modèle 

d’étude des effets de la leptine sur l’axe GH. 

 Suite à l’injection de leptine, nous n’avons observé aucune modification de la 

concentration plasmatique de GH (2 h après injection) chez les rats Lou/C et Wistar. Il est 

important de préciser que dans cette expérience, les rats ont tous été euthanasiés à la même 

heure de la journée (12h30 +/- 30 min). Cependant, il faut noter que la technique de mesure 

de la sécrétion de GH que nous avons utilisé n’est pas représentative. En effet, il aurait fallu 

réaliser des profils de sécrétion de GH dans le temps afin de visualiser les pics de sécrétion. 

De plus, dans le cas de l’injection aiguë d’une hormone, ses effets sur la GH dépendent du 

moment de l’injection, s’il correspond à un pic de sécrétion de GH ou s’il le précède. Ainsi 

dans nos conditions expérimentales, l’absence d’effet de la leptine sur les taux plasmatiques 
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de GH n’implique pas définitivement une absence d’effet de la leptine sur la sécrétion de GH. 

L’infusion intrapéritonéale sur plusieurs jours ou l’injection ICV (en aiguë ou infusion) de 

leptine auraient peut-être permis de mettre en évidence une différence de sensibilité à la 

leptine vis-à-vis de la sécrétion de GH entre ces deux souches de rats.  

 Malgré le manque d’effet visible sur la sécrétion de GH de l’injection intrapéritonéale 

de leptine, celle-ci induit des modifications de l’expression de certains composants de l’axe 

GH. Ainsi au niveau de l’hypophyse, l’injection de leptine stimule l’expression de GHS-R 

chez les rats Lou/C et Wistar, tandis que l’expression des isoformes ObRa et ObRb n’est pas 

affectée. La relation entre la leptine et l’expression de GHS-R a déjà été observée au niveau 

central (Hewson AK et al. 2002; Nogueiras R et al. 2004), mais nous apportons ici la 

première démonstration d’un tel effet au niveau hypophysaire. De façon intéressante, la 

leptine et la ghréline exercent des effets antagonistes sur le contrôle de la balance énergétique 

au niveau central et l’injection ICV de leptine inhibe l’expression de GHS-R au niveau de 

l’ARC (Nogueiras R et al. 2004). Au niveau de l’hypophyse, où la leptine et la ghréline 

exercent des effets synergiques sur la sécrétion de GH, nous montrons que l’injection de 

leptine stimule l’expression de GHS-R. Encore une fois, il s’agit d’un argument tendant à 

différencier les effets de la ghréline sur la balance énergétique et sur la sécrétion de GH. 

L’injection intrapéritonéale de leptine induit dans nos conditions expérimentales une 

diminution de l’expression du récepteur de la GH, mais uniquement chez les rats Lou/C. Cet 

effet de la leptine sur l’expression hypophysaire du GH-R n’a, à ma connaissance, jamais été 

mis en évidence. Ainsi chez les rats Lou/C, la leptine influencerait négativement le système 

de rétrocontrôle de la GH sur sa propre sécrétion, ce qui est en adéquation avec l’effet 

stimulateur de la leptine sur la sécrétion de GH. Cependant, les taux plasmatiques de leptine et 

l’expression hypophysaire de ObRa et ObRb sont plus faibles chez les rats Lou/C, et un tel 

effet de la leptine exogène sur l’expression de GH-R reste difficile à intégrer dans le cadre de 

la régulation de l’axe GH, dans cette souche de rats. 

L’injection intrapéritonéale de leptine induit également une diminution de l’expression 

hypophysaire de GHRH-R, mais chez les rats Lou/C uniquement, ce qui est contraire à l’effet 

stimulateur de la leptine sur la sécrétion de GH et à son effet de potentialisation de la réponse 

des cellules somatotropes au GHRH (Mizuno I et al. 1999; Zieba DA et al. 2003). Un tel effet 

inhibiteur de la leptine sur l’expression de GHRH-R a déjà été mis en évidence dans un 

modèle expérimental de cultures primaires d’adénohypophyses de bovins (Roh S-G et al. 

2001). Les deux résultats précédents montrent que la sensibilité hypophysaire à la leptine, en 

ce qui concerne l’axe GH, est supérieure chez les rats Lou/C, malgré une expression 
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hypophysaire de ObRa et ObRb inférieure. Cependant, l’effet de l’injection de leptine sur 

l’expression hypophysaire de GHS-R est comparable entre rats Lou/C et Wistar. Nous avons 

montré que l’expression de SOCS-3 au niveau des cellules somatotropes est comparable chez 

les rats Lou/C et Wistar, ce qui est également le cas au niveau de l’ARC chez les rats utilisés 

dans cette étude (Mitchell SE et al. 2006). L’injection de leptine induit une augmentation 

significative de l’expression hypophysaire de SOCS-3 chez les rats Wistar, alors qu’elle n’est 

pas modifiée chez les rats Lou/C. Toutefois, mesurer l’expression de SOCS-3 au niveau de 

l’hypophyse entière ou des cellules somatotropes n’a en réalité que peu de sens, étant donné le 

rôle central de l’hypophyse et le nombre important de cytokines agissant à ce niveau. Nous 

n’avons pas examiné chez les rats Lou/C et Wistar l’effet de l’injection intrapéritonéale de 

leptine sur l’expression hypothalamique de GRHR et SRIF. Cependant aux vues des études 

menées par d’autres équipes de recherche (Carro E et al. 1999), il est peu probable que 

l’injection de leptine dans nos conditions expérimentales ait un effet sur l’expression de ces 

sécrétagogues hypothalamiques.  

 

II.5. Action autocrine/paracrine de la leptine hypophysaire. 

La leptine et la ghréline sont exprimées au niveau hypophysaire (Jin L et al. 1999; 

Morash B et al. 1999; Jin L et al. 2000; Korbonits M et al. 2001). La fonction de cette 

synthèse ectopique est encore mal définie, mais il a été proposé que l’action 

autocrine/paracrine de la leptine hypophysaire participe à la régulation de la sécrétion de GH 

(Sone M et al., 2001a ; Sone M et al., 2001b). 

Nous avons mesuré par PCR quantitative en temps réel l’expression hypophysaire de 

la ghréline et de la leptine chez les rats Lou/C et Wistar, traités ou non par la leptine (injection 

aiguë intrapéritonéale). Nous n’avons observé aucune différence significative dans 

l’expression hypophysaire de la ghréline entre rats Lou/C et Wistar, et aucun effet de la 

leptine sur cette expression. Ces données montrent que l’expression hypophysaire de la 

ghréline n’est pas corrélée aux taux plasmatiques de leptine, contrairement à son expression 

stomacale.  

L’expression de la leptine hypophysaire est significativement inférieure chez les rats 

Lou/C par comparaison aux rats Wistar et l’injection intrapéritonéale de leptine induit une 

diminution significative de cette expression chez ces deux souches de rats. Ces résultats 

montrent que l’expression hypophysaire de la leptine est corrélée aux niveaux plasmatiques 

de leptine, suggérant une relation entre le statut métabolique de l’organisme et l’action 
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autocrine/paracrine de la leptine au niveau hypophysaire, et donc potentiellement un effet du 

statut métabolique sur la sécrétion de GH, via la leptine hypophysaire. 

 

III. Conclusion. 

 L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude nous a permis d’améliorer la 

connaissance du contrôle de la sécrétion de GH chez les rats Lou/C, dont l’étude avait 

notamment été abordée dans deux articles publiés durant cette thèse (Kappeler L et al. 2004a; 

Kappeler L et al. 2004b). La sécrétion de GH est comparable entre rats Lou/C et Wistar à 

l’âge de 3 mois, malgré les variations d’importants régulateurs de l’axe GH et notamment les 

taux plasmatiques de leptine et ghréline.  

Le niveau de régulation hypophysaire est primordial pour expliquer ce phénomène, l’équilibre 

hypothalamique GHRH/SRIF n’étant pas modifié entre les rats Lou/C et Wistar. L’action 

hypophysaire de la ghréline est supérieure chez les rats Lou/C (taux plasmatiques de ghréline 

et expression hypophysaire de GHS-R supérieurs), tandis que l’action de la leptine est 

inférieure (taux plasmatiques de leptine et expression hypophysaire de ObR inférieurs). Les 

rats Lou/C sont également caractérisés par une diminution du rétrocontrôle négatif exercé par 

IGF-1 sur la sécrétion de GH (taux plasmatiques de IGF-1 et expression hypophysaire de 

IGF-1R inférieurs). 

 Il serait intéressant de réaliser la même étude de l’expression des principaux régulateurs et 

composants de l’axe GH en fonction de l’âge des rats Lou/C et Wistar, afin d’identifier les 

facteurs responsables de la diminution de la sécrétion de GH ralentie chez le rat Lou/C, autres 

que l’expression hypophysaire stable dans le temps de GHRH-R. 

Nous avons montré que ObRa et ObRb sont exprimés au niveau des cellules 

somatotropes, et que la leptine régule l’expression hypophysaire de composants de l’axe GH 

comme le GHRH-R, le GH-R et surtout le GHS-R. Ces résultats plaident en faveur d’un 

impact direct de la leptine au niveau hypophysaire sur la sécrétion de GH. De plus, nous 

avons mis en évidence que l’expression ectopique de leptine au niveau de l’hypophyse est 

corrélée aux taux plasmatiques de leptine. Ainsi, le statut métabolique de l’organisme pourrait 

influencer la sécrétion de GH via l’action paracrine/autocrine de la leptine hypophysaire sur 

les cellules somatotropes. Etant donné l’importance de la leptine dans le contrôle de 

nombreuses fonctions physiologiques comme le métabolisme énergétique et la reproduction, 

et étant donné le rôle majeur de l’hypophyse en tant que glande endocrine de référence, dont 

les hormones jouent également un rôle clé dans ces fonctions, il est nécessaire aux vues de 
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nos résultats, de réévaluer de façon positive l’action directe de la leptine sur la fonction 

hypophysaire. 
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Etude 3 : Relation entre le processus d’internalisation du 

récepteur de la leptine ObRb et l’activation des voies de 

signalisation. 
 

 L’internalisation des récepteurs est un processus clé dans la régulation des effets 

cellulaires d’une hormone. Malgré l’importance physiologique de la leptine, peu d’études ont 

été réalisées dans ce domaine et la mécanistique de l’internalisation du récepteur ObRb est 

encore mal définie. Le premier objectif de cette étude est d’approfondir les connaissances 

concernant l’internalisation de ObRb et la régulation du nombre de ObRb localisés à la 

surface cellulaire. 

 L’internalisation d’un récepteur peut influencer la mise en place des voies de 

transduction du signal sous-jacentes. Si une telle relation était vérifiée dans le cadre de ObRb, 

l’exposition prolongée à de fortes concentrations plasmatiques en leptine, caractéristiques de 

l’obésité, pourrait entraîner à terme une modification du processus d’internalisation de ObRb, 

et une déficience des voies de transduction du signal activées par la leptine participant au 

phénomène de résistance à la leptine. Le deuxième objectif de cette étude est d’étudier in vitro 

la relation entre internalisation de ObRb et activation des voies de signalisation en réponse à 

la leptine 

 

I. Caractérisation de l’internalisation de ObRb. 

I.1. Choix et caractérisation du modèle cellulaire. 

I.1.a. Choix du modèle d’étude. 

 Afin d’étudier les caractéristiques de l’internalisation du récepteur de la leptine ObRb, 

et devant l’absence de lignées cellulaires exprimant ObRb de façon endogène, nous avons 

choisi comme modèle d’étude principal les cellules HEK293 (HEK ; « Human Embryonic 

Kidney ») surexprimant de façon stable ObRb (de souris), couplé ou non à la protéine GFP 

insérée dans le domaine intracellulaire du récepteur (HEK-ObRb ; HEK-ObRb-GFP). Les 

raisons du choix de la lignée cellulaire HEK sont multiples : i) ce sont des cellules 

couramment utilisées dans l’étude des mécanismes d’internalisation, ii) les précédentes études 

réalisées dans le domaine de l’internalisation du récepteur de la leptine ont utilisé comme 

modèle cellulaire les cellules CHO et COS-7 ; les caractéristiques d’internalisation d’un 

récepteur pouvant varier selon le type cellulaire, l’utilisation des cellules HEK nous permet de 
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confronter nos résultats à ceux déjà publiés. Nous avons également utilisé avec parcimonie 

des cellules CHO transfectées transitoirement avec les mêmes constructions ObRb et ObRb-

GFP (CHO-ObRb ; CHO-ObRb-GFP). 

 Un des problèmes majeurs rencontrés dans l’étude de la leptine et de son récepteur en 

général est le manque d’anticorps commerciaux anti-ObR de qualité et polyvalents. Nous 

avons utilisé la protéine GFP, couplée à ObRb, permettant de faciliter la visualisation de ce 

récepteur en microscopie. La GFP permet également de faciliter les techniques classiques de 

biochimie (Western-blot et immuno-précipitation) en l’utilisant comme étiquette moléculaire. 

 

Fig 58: Caractérisation des cellules HEK-ObRb-GFP.

A. Quantité de leptine radio-marquée fixée à la surface des cellules HEK WT, HEK-ObRb et HEK-ObRb-
GFP déprivées en sérum (12 h), mesurée par la technique de « I125 binding ». B. Analyse par 
immunoprécipitation et Western-blot de l’activation de STAT3 en réponse à la leptine (50 nM), dans les 
cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12 h). STAT3 activée est révélée par un anticorps anti-
phosphotyrosine (panneau supérieur) et la quantité de STAT3 totale par un anticorps anti-STAT3 (panneau 
inférieur). C. Immunofluorescence anti-STAT3 sur des cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12 h) 
et stimulées par la leptine (50 nM, panneau inférieur) ou non (panneau supérieur).
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Fig 58: Caractérisation des cellules HEK-ObRb-GFP.

A. Quantité de leptine radio-marquée fixée à la surface des cellules HEK WT, HEK-ObRb et HEK-ObRb-
GFP déprivées en sérum (12 h), mesurée par la technique de « I125 binding ». B. Analyse par 
immunoprécipitation et Western-blot de l’activation de STAT3 en réponse à la leptine (50 nM), dans les 
cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12 h). STAT3 activée est révélée par un anticorps anti-
phosphotyrosine (panneau supérieur) et la quantité de STAT3 totale par un anticorps anti-STAT3 (panneau 
inférieur). C. Immunofluorescence anti-STAT3 sur des cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12 h) 
et stimulées par la leptine (50 nM, panneau inférieur) ou non (panneau supérieur).
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I.1.b. Caractérisation fonctionnelle des cellules HEK-ObRb-GFP. 

 Les clones HEK-ObRb et HEK-ObRb-GFP utilisés dans cette étude ont été 

caractérisés, afin de vérifier que l’insertion de la protéine GFP dans le domaine intracellulaire 

du récepteur n’induit pas de modification significative sur l’impact de la leptine. Les cellules 

HEK-ObRb-GFP et HEK-ObRb présentent des constantes de liaison à la leptine comparables, 

même si elles sont légèrement inférieures dans les cellules HEK-ObRb-GFP, signe probable  

d’une différence d’expression du récepteur entre les clones sélectionnés (Figure 58.A).  
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Dans les cellules HEK-ObRb-GFP, l’activation de la protéine STAT3 en réponse à une 

stimulation par la leptine (50 nM) est observable après 10 minutes de stimulation, et est 

maximale après 30 minutes de stimulation (Figure 58.B). Dans les cellules HEK-ObRb-GFP, 

la protéine STAT3 une fois activée subit une translocation nucléaire. Cette dernière a été 

observée 30 minutes après la stimulation par la leptine (Figure 58.C). 

 

I.2. Localisation intracellulaire de ObRb. 

 Dans les cellules HEK-ObRb-GFP observées directement en microscopie confocale, le 

signal GFP est faible et ObRb-GFP n’est visible qu’au niveau de quelques structures 

cellulaires (Figure 59, panneau de gauche). Les raisons de cette faible fluorescence spontanée 

sont inconnues, et ce problème a été rencontré avec l’ensemble des clones isolés exprimant 

ObRb-GFP. Les mêmes difficultés ont été rencontrées par d’autres équipes de recherche et 

semblent liées à une expression de ObRb-GFP relativement faible dans les cellules eucaryotes 

malgré l’utilisation de vecteurs d’expression efficaces (Dr C.Bjorbaek, communication 

personnelle). Nous avons contourné ce problème de visualisation en réalisant une 

immunofluorescence anti-GFP révélée par un anticorps secondaire de type Alexa émettant 

dans le vert (Alexa 488) ou le rouge (Alexa 540) selon les besoins (Figure 59, panneaux 

central et de droite). Les anticorps Alexa possèdent une capacité d’émission de fluorescence 

supérieure à la GFP (plusieurs fluorochromes sont fixés sur une molécule d’IgG), permettant 

une visualisation de ObRb-GFP plus performante, et de révéler ainsi une localisation de ObRb 

invisible auparavant. Dans ces conditions, l’utilisation de la GFP couplée à ObRb peut 

sembler superflue, mais cette protéine sert alors d’étiquette moléculaire, à la manière 

d’épitopes Flag ou HA.  

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

Visualisation directe des cellules HEK-Ob-Rb-GFP (panneau de gauche). Immunofluorescence anti-GFP 
révélée par un anticorps secondaire Alexa 540 (rouge) (panneau du milieu). Superposition des deux images 
(panneau de droite). Les flêches indiquent la forte fluorescence péri-nucléaire.

superpositiona-GFPHEK-ObRb-GFP

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

Visualisation directe des cellules HEK-Ob-Rb-GFP (panneau de gauche). Immunofluorescence anti-GFP 
révélée par un anticorps secondaire Alexa 540 (rouge) (panneau du milieu). Superposition des deux images 
(panneau de droite). Les flêches indiquent la forte fluorescence péri-nucléaire.
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I.2.a. ObRb est localisé principalement au niveau du Golgi/TGN. 

 Dans les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum pendant 12h et non stimulées 

par la leptine, ObRb-GFP est localisé sur l’ensemble du cytoplasme et, dans certaines cellules, 

plus particulièrement au niveau d’une zone péri-nucléaire (Figures 59-60). Dans ces 

conditions expérimentales, la localisation de ObRb-GFP au niveau de la membrane plasmique 

est difficilement détectable. La zone péri-nucléaire, associée à l’intensité de fluorescence la 

plus importante dans les cellules HEK-ObRb-GFP, a été identifiée par co-localisation comme 

correspondant principalement à l’appareil de Golgi et au « Trans-Golgi Network » 

(Golgi/TGN) (Figure 60).  

 

a-GFP a-GM130 superposition

a-GFP + a-TGN

A

B

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

Les cellules HEK-ObRb-GFP sont déprivées en sérum pendant 12h. A. Immunofluorescences anti-GFP 
(Alexa 488, panneau de gauche) et anti-GM130 (Alexa 540, panneau du milieu). Superposition des deux 
images (panneau de droite). B. Immunofluorescences anti-GFP (Alexa 488) et anti-TGN (Alexa 540) 
(panneau de gauche). Agrandissement de la zone encadrée (panneau de droite). 
Les flêches indiquent les zones de co-localisation.
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Fig 60: Localisation de ObRb au niveau du Golgi /TGN.

Les cellules HEK-ObRb-GFP sont déprivées en sérum pendant 12h. A. Immunofluorescences anti-GFP 
(Alexa 488, panneau de gauche) et anti-GM130 (Alexa 540, panneau du milieu). Superposition des deux 
images (panneau de droite). B. Immunofluorescences anti-GFP (Alexa 488) et anti-TGN (Alexa 540) 
(panneau de gauche). Agrandissement de la zone encadrée (panneau de droite). 
Les flêches indiquent les zones de co-localisation.

 

 

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

 Dans les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12 h), la stimulation par la 

leptine (50 nM) à « court terme » (5 à 20 minutes) n’induit pas de modification visible de la 

localisation intracellulaire de ObRb-GFP. Cependant, la stimulation par la leptine (50 nM) à 

« plus long terme » (40 à 60 minutes) induit une augmentation de la fluorescence associée au 

Golgi/TGN (figure 61.A, B), aussi bien en terme de nombre de cellules caractérisées par une 

forte fluorescence au niveau du Golgi/TGN (figure 61.C), qu’en terme de surface 

intracellulaire occupée par la fluorescence associée au Golgi/TGN (figure 61.D).  
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0’ 60’B

Fig 61: Effets de la leptine sur la localisation intracellulaire de ObRb-GFP.

Les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12 h) sont incubées avec de la leptine (50 nM) pendant 
différents temps de stimulation. La localisation de ObRb-GFP est révélée par une immunofluorescence anti-
GFP. A. Stimulation par la leptine (50 nM) de 0 à 60 min. B. Projection sur un seul plan d’une pile d’images 
confocales encadrant l’ensemble des cellules HEK-ObRb-GFP stimulées (60 min) ou non par la leptine.     
C. Pourcentage de cellules présentant une forte fluorescence péri-nucléaire pour chaque temps de 
stimulation. Le nombre de cellules observées est indiqué entre parenthèses. D. Ratio de la surface occupée 
par la fluorescence péri-nucléaire sur la surface totale de la cellule, pour chaque temps de stimulation.         
(* p<0,05, ** p<0,01).
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Fig 61: Effets de la leptine sur la localisation intracellulaire de ObRb-GFP.

Les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12 h) sont incubées avec de la leptine (50 nM) pendant 
différents temps de stimulation. La localisation de ObRb-GFP est révélée par une immunofluorescence anti-
GFP. A. Stimulation par la leptine (50 nM) de 0 à 60 min. B. Projection sur un seul plan d’une pile d’images 
confocales encadrant l’ensemble des cellules HEK-ObRb-GFP stimulées (60 min) ou non par la leptine.     
C. Pourcentage de cellules présentant une forte fluorescence péri-nucléaire pour chaque temps de 
stimulation. Le nombre de cellules observées est indiqué entre parenthèses. D. Ratio de la surface occupée 
par la fluorescence péri-nucléaire sur la surface totale de la cellule, pour chaque temps de stimulation.         
(* p<0,05, ** p<0,01).
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I.2.c. Effets du sucrose et de la cycloheximide sur la localisation 

intracelluliare de ObRb. 

 Dans les cellules HEK-ObRb-GFP stimulées ou non par la leptine (50 nM) et traitées 

avec de la cycloheximide (20 µg/mL, 2 h), un inhibiteur de la synthèse protéique, la 

fluorescence localisée au niveau du Golgi/TGN diminue fortement et n’est plus détectable sur 

l’ensemble des cellules observées (figure 62.A). Ce résultat montre que les récepteurs 

localisés au niveau de cette zone subcellulaire correspondent à des récepteurs ObRb-GFP néo-
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synthétisés.  L’inhibition du processus d’endocytose par l’utilisation d’un milieu hypertonique 

(sucrose 0,5 M pendant 1 h), ne modifie pas la localisation intracellulaire de ObRb-GFP dans 

les cellules traitées et non traitées par la leptine (Fig 62.B), et n’empêche pas l’augmentation 

de la fluorescence associée au Golgi/TGN suite à une stimulation par la leptine (Fig 62.C.D).  

 

0’ 60’

A

B

Fig 62: Effets de la cycloheximide et du sucrose sur la localisation intracellulaire de ObRb.

Les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12 h) sont traitées avec (A) de la cycloheximide           
(20 µg/mL, 2 h) ou (B) du sucrose (0,5 M, 1 h), puis stimulées par la leptine (50 nM, 60 min,  panneau de 
droite) ou non (panneau de gauche). La localisation de ObRb-GFP a été révélée par une 
immunofluorescence anti-GFP. C. Effet du sucrose sur le pourcentage de cellules présentant une forte 
fluorescence péri-nucléaire pour chaque temps de stimulation par la leptine. Le nombre de cellules observées 
est indiqué entre parenthèses. D. Effet du sucrose sur le ratio de la surface occupée par la fluorescence péri-
nucléaire sur la surface totale de la cellule, pour chaque temps de stimulation par la leptine (* p<0,05, ** 
p<0,01).
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Fig 62: Effets de la cycloheximide et du sucrose sur la localisation intracellulaire de ObRb.

Les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12 h) sont traitées avec (A) de la cycloheximide           
(20 µg/mL, 2 h) ou (B) du sucrose (0,5 M, 1 h), puis stimulées par la leptine (50 nM, 60 min,  panneau de 
droite) ou non (panneau de gauche). La localisation de ObRb-GFP a été révélée par une 
immunofluorescence anti-GFP. C. Effet du sucrose sur le pourcentage de cellules présentant une forte 
fluorescence péri-nucléaire pour chaque temps de stimulation par la leptine. Le nombre de cellules observées 
est indiqué entre parenthèses. D. Effet du sucrose sur le ratio de la surface occupée par la fluorescence péri-
nucléaire sur la surface totale de la cellule, pour chaque temps de stimulation par la leptine (* p<0,05, ** 
p<0,01).
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I.3. Caractéristiques de l’internalisation de la leptine et de son 

récepteur. 

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

 La vitesse d’internalisation de la leptine, dans les cellules HEK-ObRb-GFP et CHO-

ObRb-GFP, a été mesurée par la technique de « I125 binding / acid wash ». Environ 50% de la 

leptine radio-marquée initialement fixée à la surface cellulaire est internalisée en 30 minutes 

dans les cellules HEK-ObRb-GFP et en 15 minutes dans les cellules CHO-ObRb-GFP (figure 

63). La quantité de leptine radio-marquée internalisée atteint un plateau à partir de 45 minutes 
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dans les cellules HEK-ObRb-GFP et de 30 minutes dans les cellules CHO-ObRb-GFP (figure 

63). 

 

Fig 63: Cinétique d’internalisation de la leptine.

Brièvement, la leptine radio-marquée est fixée à son récepteur (à 4°C), dans les cellules HEK-ObRb-GFP et 
CHO-ObRb-GFP. Les cellules sont ensuite remises en culture à 37°C, la quantité de leptine radio-marquée 
localisée à la surface cellulaire est mesurée pour chaque temps de la cinétique par la technique « acid
wash », et comparée à la quantité de leptine radio-marquée fixée initialement. 

%
 d

’in
te

rn
al

is
at

io
n

CHO-ObRb-GFP

HEK-ObRb-GFP

0

20

40

60

80

100

0 15 30 45 60 90 120
Temps (min)

Fig 63: Cinétique d’internalisation de la leptine.

Brièvement, la leptine radio-marquée est fixée à son récepteur (à 4°C), dans les cellules HEK-ObRb-GFP et 
CHO-ObRb-GFP. Les cellules sont ensuite remises en culture à 37°C, la quantité de leptine radio-marquée 
localisée à la surface cellulaire est mesurée pour chaque temps de la cinétique par la technique « acid
wash », et comparée à la quantité de leptine radio-marquée fixée initialement. 
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Fig 64: Endocytose de ObRb via la voie dépendante de la clathrine et la voie des cavéoles.

A. Co-localisation ultrastructurale entre ObRb-GFP (particules d’or 10 nm) visualisé par un anticorps anti-
GFP et la clathrine (particules d’or 5 nm), dans les cellules HEK-ObRb-GFP stimulées par la leptine (50 
nM, 15 min, panneau de droite) ou non (panneau de gauche). B. Co-localisation ultrastructurale entre ObRb-
GFP (particules d’or 10 nm) visualisé par un anticorps anti-GFP et la cavéoline-1 (particules d’or 5 nm), 
dans les cellules HEK-ObRb-GFP stimulées par la leptine (50 nM, 15 min, panneau de droite) ou non 
(panneau de gauche). Les flêches indiquent la co-localisation.
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Fig 64: Endocytose de ObRb via la voie dépendante de la clathrine et la voie des cavéoles.

A. Co-localisation ultrastructurale entre ObRb-GFP (particules d’or 10 nm) visualisé par un anticorps anti-
GFP et la clathrine (particules d’or 5 nm), dans les cellules HEK-ObRb-GFP stimulées par la leptine (50 
nM, 15 min, panneau de droite) ou non (panneau de gauche). B. Co-localisation ultrastructurale entre ObRb-
GFP (particules d’or 10 nm) visualisé par un anticorps anti-GFP et la cavéoline-1 (particules d’or 5 nm), 
dans les cellules HEK-ObRb-GFP stimulées par la leptine (50 nM, 15 min, panneau de droite) ou non 
(panneau de gauche). Les flêches indiquent la co-localisation.
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I.3.b. ObRb et les systèmes d’endocytose clathrine / cavéoles. 

 Dans les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12 h), ObRb-GFP co-localise 

avec les protéines clathrine (figure 64.A) et cavéoline-1 (figure 64.B), suggérant l’implication 

de ces deux voies d’endocytose dans l’internalisation de la leptine.  

 

I.3.c. ObRb et recyclage. 

 Nous avons observé par la technique de double marquage fluorescent en microscopie 

confocale réalisée dans les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12h) et non 

stimulées par la leptine, une co-localisation entre ObRb-GFP et la protéine EEA1, un 

marqueur des « sorting endosomes » (figure 65.A). ObRb-GFP co-localise également avec la 

protéine Rab4 (figure 65.B), caractéristique des vésicules de recyclage issues directement des 

« sorting endosomes ». 

 

A B

Fig 65: ObRb et recyclage.

Les cellules HEK-ObRb-GFP sont déprivées en sérum (12 h). A. Co-localisation entre ObRb-GFP révélé par 
une immunofluorescence anti-GFP (Alexa 488) et EAA1 (Alexa 540). B. Co-localisation entre ObRb-GFP 
révélé par une immunofluorescence anti-GFP (Alexa 488) et Rab4 (Alexa 540).

A B

Fig 65: ObRb et recyclage.

Les cellules HEK-ObRb-GFP sont déprivées en sérum (12 h). A. Co-localisation entre ObRb-GFP révélé par 
une immunofluorescence anti-GFP (Alexa 488) et EAA1 (Alexa 540). B. Co-localisation entre ObRb-GFP 
révélé par une immunofluorescence anti-GFP (Alexa 488) et Rab4 (Alexa 540).  

 

I.3.d. Internalisation constitutive de ObRb. 

 En réalisant, dans les cellules HEK-ObRb-GFP déprivées en sérum (12 h), un 

marquage des protéines localisées à la surface cellulaire par de la biotine clivable en présence 

d’un milieu réducteur, suivie par une analyse en Western-blot, nous avons mis en évidence 

une internalisation constitutive de ObRb-GFP (figure 66.A). La même procédure 

expérimentale montre que la stimulation par la leptine ne semble pas influencer la quantité 

d’ObRb-GFP internalisé (figure 66.A). Cependant, la stimulation par la leptine (50 nM) induit 

une diminution du nombre de récepteurs ObRb-GFP localisés 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 surface sont marquées à 4°C par des molécules de 
biotine clivables en présence d’un milieu réducteur. Les cellules sont ensuite remises en culture à 37°C 
pendant les différents temps de la cinétique, en présence ou absence de leptine (50 nM), puis soumises à un 
milieu réducteur. Les molécules de biotine internalisées pendant ce laps de temps sont protégées du clivage. 
Les protéines marquées par la biotine sont alors extraites et isolées par immunoprécipitation. Après sépration
sur SDS-PAGE, ObRb-GFP est révélé en utilisant un anticorps anti-GFP. Le graphique représente l’intensité
des bandes en unité d’intensité arbitraire (*p<0,05 , **p<0,01) B. Les cellules HEK-ObRb-GFP sont 
incubées avec de la leptine (50 nM) pendant différents temps de stimulation. Les complexes leptine/ObRb-
GFP sont alors séparés à 4°C par traitement acide, et la quantité de ObRb-GFP localisés à la surface 
cellulaire est évaluée par la technique de « I125 leptin binding ». (**p<0,01 , ***p<0,001)
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Fig 66: Internalisation constitutive et « down-regulation » de ObRb.

A. Dans les cellules HEK-ObRb-GFP, les protéines de surface sont marquées à 4°C par des molécules de 
biotine clivables en présence d’un milieu réducteur. Les cellules sont ensuite remises en culture à 37°C 
pendant les différents temps de la cinétique, en présence ou absence de leptine (50 nM), puis soumises à un 
milieu réducteur. Les molécules de biotine internalisées pendant ce laps de temps sont protégées du clivage. 
Les protéines marquées par la biotine sont alors extraites et isolées par immunoprécipitation. Après sépration
sur SDS-PAGE, ObRb-GFP est révélé en utilisant un anticorps anti-GFP. Le graphique représente l’intensité
des bandes en unité d’intensité arbitraire (*p<0,05 , **p<0,01) B. Les cellules HEK-ObRb-GFP sont 
incubées avec de la leptine (50 nM) pendant différents temps de stimulation. Les complexes leptine/ObRb-
GFP sont alors séparés à 4°C par traitement acide, et la quantité de ObRb-GFP localisés à la surface 
cellulaire est évaluée par la technique de « I125 leptin binding ». (**p<0,01 , ***p<0,001)
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I.4. Discussion – Perspectives. 

 L’internalisation des récepteurs est fortement impliqué dans la régulation des réponses 

cellulaires à une hormone. L’étude de ce processus dans le cadre du récepteur de la leptine est 

donc primordiale dans la compréhension de l’action biologique de cette hormone 

adipocytaire. Nos résultats montrent que les caractéristiques d’endocytose du récepteur de la 

leptine ObRb sont différentes de celles de la majorité des récepteurs de cytokines de classe I, 

et font de ObRb un cas particulier et complexe en terme d’internalisation. 

 

I.4.a. Cinétique d’internalisation de la leptine et les systèmes d’endocytose 

clathrine / cavéoles.  

 Dans nos modèles cellulaires développés pour ce projet de recherche (CHO-ObRb-

GFP et HEK-ObRb-GFP), la cinétique d’internalisation de la leptine radio-marquée diffère 

selon le type cellulaire certes, mais est en accord avec les précédentes études publiées. Ces 

résultats sont également similaires à ceux obtenus pour d’autres cytokines comme la GH, 

l’IL-6 et la PRL (Dittrich E et al. 1994; Genty N et al. 1994; Allevato G et al. 1995). 
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 En utilisant un milieu de culture hypertonique, l’équipe de Flier a mis en évidence une 

internalisation dépendante de la clathrine pour les isoformes du récepteur ObRa et ObRb de la 

leptine (Uotani S et al. 1999). Nous avons confirmé ce résultat dans le cas de ObRb, en 

mettant en évidence par microscopie électronique une co-localisation entre ce récepteur et la 

protéine clathrine. Nous avons également observé une colocalisation entre ObRb et la protéine 

cavéoline-1, suggérant une implication de la voie des cavéoles dans l’internalisation de ce 

récepteur. Des études réalisées par notre laboratoire ont montré que la voie des cavéoles joue 

un rôle important dans l’internalisation de cytokines comme la GH, et donc dans la médiation 

de leurs actions biologiques (Lobie PE et al. 1999; Perret-Vivancos C et al. 2006). Une 

investigation plus approfondie du rôle du système cavéolaire dans l’action biologique de la 

leptine pourrait donc s’avérer intéressante. La surexpression de cavéoline-1 dans notre modèle 

cellulaire HEK-ObRb (HEK-ObRb-Cav) permettrait de vérifier l’impact de la voie des 

cavéoles dans l’internalisation de la leptine et de son récepteur, en étudiant notamment la 

cinétique d’internalisation de leptine radio-marquée. En utilisant ce modèle HEK-ObRb-Cav, 

des études en microscopie confocale pourraient permettre de mettre en évidence une 

accumulation de leptine dans certains compartiments intracellulaires (le ligand endocyté par la 

voie des cavéoles n’étant pas dégradé. L’isolement des différents compartiments 

intracellulaires suivi, de l’extraction protéique de leur contenu et leur analyse en Western-blot 

(comparaison HEK-ObRb et HEK-ObRb-Cav) pourraient également permettre de mettre en 

évidence une accumulation intracellulaire de leptine biologiquement active.   

 

I.4.b. ObRb et recyclage. 

 Le processus de recyclage vers la membrane plasmique des récepteurs ObRb 

internalisés est pour l’instant mal défini, malgré plusieurs études visant à améliorer ce 

domaine (Barr VA et al. 1999; Belouzard S et al. 2004). Dans notre étude, nous avons mis en 

évidence une co-localisation entre ObRb-GFP et la protéine Rab4 caractéristique des 

vésicules de recyclage issues des « sorting endosomes » (voie de recyclage rapide). 

Cependant ces expériences de co-localisation par microscopie confocale sont limitées dans le 

cas de petites vésicules cytoplasmiques et d’une fluorescence du récepteur répartie sur 

l’ensemble du cytoplasme. De plus, certaines équipes de recherche considèrent que Rab4 est 

également caractéristique des « early endosomes » et que cette protéine ne serait pas un bon 

marqueur du recyclage (Gaborik Z et Hunyady L 2004).  

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

plus précisément la réalité de ce processus cellulaire dans le cadre de ObRb-GFP. Cependant, 
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l’incubation des cellules HEK-ObRb-GFP avec la monensine, en présence ou absence de 

leptine, n’induit aucun effet discernable sur la localisation intracellulaire de ObRb-GFP. Les 

tentatives pour conjuguer la monensine et les expériences de « I125-leptin binding » se sont 

révélées infructueuses, les cellules traitées avec la monensine ne supportant pas ce protocole 

expérimental. Bien que le manque d’effet de la monensine sur la distribution cellulaire de 

ObRb-GFP indique que le recyclage ne participe pas au processus général d’internalisation de 

ObRb-GFP, il n’est pas possible aux vues des connaissances actuelles, d’écarter cette 

possibilité définitivement. L’idéal serait d’utiliser des transfections de mutants des protéines 

Rab impliquées dans le recyclage, couplée à des expériences de « I125-leptin binding ». 

.  

I.4.c. Accumulation de ObRb au niveau du Golgi/TGN induite par la 

leptine. 

 Nos résultats obtenus par microscopie confocale montrent qu’en absence de ligand et 

de sérum, ObRb-GFP est localisé dans l’ensemble du cytoplasme, sans localisation 

préférentielle au niveau de la membrane plasmique ce qui contraste avec la localisation 

d’autres récepteurs endocrines membranaires (Frenzel R et al. 2006). En absence de leptine, 

dans certaines cellules, ObRb-GFP est principalement localisé au niveau d’une zone péri-

nucléaire correspondant au Golgi/TGN. Une telle localisation de ObRb a déjà été reportée in 

vitro dans d’autres modèles cellulaires et in vivo dans des neurones hypothalamiques (Diano S 

et al. 1998; Barr VA et al. 1999; Baskin DG et al. 1999; Belouzard S et al. 2004). 

 

 Suite à une stimulation par la leptine, le pourcentage de cellules présentant cette 

localisation particulière augmente, ainsi que la surface intracellulaire occupée par la 

fluorescence associée au Golgi/TGN. Dans notre modèle cellulaire, le taux de synthèse de 

ObRb-GFP est constant car la construction cDNA codant pour ObRb-GFP n’inclut pas les 

régions promotrices du gène ObRb. Dans ces conditions, deux mécanismes peuvent conduire 

à une accumulation de ObRb-GFP au niveau du Golgi/TGN en réponse à la leptine : i) le 

transport de ObRb-GFP du Golgi/TGN vers la membrane plasmique est inhibé par la leptine; 

ii) la stimulation par la leptine induit une augmentation de l’internalisation de ObRb-GFP qui 

est alors recyclé vers le Golgi/TGN où il s’accumule. 

 Suite à une inhibition de la synthèse protéique par l’utilisation de cycloheximide, la 

localisation péri-nucléaire de ObRb-GFP disparaît, aussi bien en présence qu’en absence de 

leptine. Ceci suggère que ce sont les récepteurs ObRb-GFP néosynthétisés qui sont les 

principaux contributeurs de l’accumulation de ObRb-GFP au niveau du Golgi/TGN, et non 
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les récepteurs ObRb-GFP internalisés depuis la membrane plasmique. Ce résultat est en 

adéquation avec de précédentes publications (Barr VA et al. 1999; Belouzard S et al. 2004). 

En outre, la leptine ne semble pas influencer la cinétique d’internalisation de ObRb (voir 

Chapitre I.4.d.). 

 De plus, l’inhibition de l’internalisation de ObRb-GFP par l’utilisation de sucrose ne 

bloque pas son accumulation au niveau du Golgi/TGN induite par la leptine. Cependant, 

l’effet stimulateur ou inhibiteur du traitement par le sucrose sur cette accumulation peut 

difficilement être défini dans nos conditions expérimentales, le sucrose induisant des 

variations de la surface cellulaire. Néanmoins, après 60 minutes de stimulation par la leptine, 

le pourcentage de cellules présentant une accumulation de ObRb-GFP au niveau du 

Golgi/TGN est comparable entre les cellules ayant subi le traitement par le sucrose (55%) ou 

non (61%).    

 

 En conclusion, nos résultats montrent que la leptine induit une accumulation des 

ObRb-GFP néosynthétisés au niveau du Golgi/TGN, et participe ainsi à la régulation de leur 

adressage vers la membrane plasmique. L’internalisation de la leptine et de son récepteur 

n’influence pas le traffic de ObRb-GFP vers la surface cellulaire. La capacité d’une hormone 

à réguler l’export de protéines vers la surface cellulaire a déjà été décrite. L’insuline par 

exemple stimule l’export du transporteur de glucose GLUT-4 vers la membrane plasmique, 

par un mécanisme dépendant des voies de transduction du signal activées par l’insuline (Satoh 

S et al. 1993).  Dans les cellules HeLa transfectées, seuls 50% des ObRb synthétisés atteignent 

la membrane plasmique (en 30 min-1 h), les autres étant dégradés (Belouzard S et al. 2004). 

Par la technique de « pulse-chase » consistant à marquer radioactivement, sur un temps court, 

les protéines néosynthétisées, nous pourrions confirmer ce résultat dans notre modèle 

cellulaire. Cette technique nous permettrait également d’examiner plus précisément l’effet de 

la leptine sur la cinétique d’adressage vers la membrane plasmique de ObRb-GFP. Pour ce 

faire, des extractions sub-cellulaires de la membrane plasmique après différents temps de 

« chase », dans des conditions de stimulation ou non par la leptine, suivies d’une immuno-

précipitation afin d’isoler les ObRb-GFP localisés à la membrane plasmique, puis d’un SDS-

PAGE et d’une révélation de ObRb-GFP par autoradiographie seront nécessaires. Une autre 

possibilité, peut-être plus simple, consisterait en l’utilisation dans le milieu de culture 

d’anticorps anti-ObR spécifiques du domaine extracellulaire du récepteur peut être envisagée 

afin d’isoler les récepteurs ObRb-GFP localisés au niveau de la membrane plasmique, ceci à 

la place des extraits sub-cellulaires de membrane plasmique. Cependant des contrôles seront 
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nécessaires pour vérifier que cet anticorps n’est pas endocyté dans la cellule et ne se lie pas 

alors avec des récepteurs intracellulaires, et un travail de mise au point de l’extraction 

protéique qui ne devra pas séparer le complexe anticorps/récepteur sera à effectuer. 

 

I.4.d. ObRb et internalisation constitutive. 

 Nos résultats et ceux publiés par l’équipe de Rouillé (Belouzard S et al. 2004) 

montrent que ObRb peut être internalisé constitutivement, c'est-à-dire indépendamment d’une 

stimulation par son ligand, et que la leptine ne semble pas influencer sa cinétique 

d’internalisation. Ce résultat fait de ObRb un récepteur de cytokines de classe I particulier. En 

plus de l’expérience de biotinylation utilisée dans cette étude, d’autres arguments sont en 

faveur d’une internalisation constitutive de ObRb. La visualisation du récepteur de la leptine 

in vitro dans des cellules transfectées déprivées en sérum (HEK-ObRb-GFP, HeLa-ObRb-

HA) montre une localisation de ObRb sur l’ensemble du cytoplasme en absence de leptine. 

De plus, dans ces conditions de culture, seuls 15 à 25 % des sites de fixation de la leptine sont 

localisés à la surface cellulaire (Barr VA et al. 1999; Lundin A et al. 2000). Dans le cas d’une 

internalisation non-constitutive, la grande majorité des récepteurs devrait être localisée au 

niveau de la membrane plasmique en absence de leptine. Egalement, dans le cas d’une 

internalisation non-constitutive, les récepteurs doivent, sauf exception, être activés par leurs 

ligands pour être endocytés (Paccaud JP et al. 1992). Dans le cas de ObRb, son internalisation 

semble indépendante de JAK2 et donc de son activation par la leptine (Uotani S et al. 1999). 

  

 L’équipe de Rouillé défend le fait que l’internalisation de ObRb est constitutive et 

totalement indépendante de la leptine (Belouzard S et al. 2004). Cependant, si la technique de 

biotinylation est efficace pour mettre en évidence une internalisation constitutive, elle n’est 

pas suffisamment sensible pour exclure totalement un effet de la leptine sur l’internalisation 

de son récepteur. De plus, il existe des arguments en faveur d’un impact de la leptine sur ce 

processus cellulaire. La stimulation par la leptine induit une « down-regulation » de ObRb, 

c'est-à-dire une diminution du nombre de récepteurs localisés au niveau de la membrane 

plasmique, ceci dans notre modèle cellulaire et dans les cellules COS-7 et CHO transfectées 

(Barr VA et al. 1999; Uotani S et al. 1999). La « down-regulation » du récepteur de la leptine 

en réponse à la leptine est plus importante dans le cas de l’isoforme ObRb, en comparaison à 

ObRa, suggérant l’importance des voies de signalisation et donc de la leptine sur la régulation 

du nombre de récepteurs de la leptine localisés à la surface cellulaire (Barr VA et al. 1999; 

Uotani S et al. 1999). 



                             Résultats –  Internalisation de ObRb et activation des voies de signalisation. 

 170 

 Néanmoins, il est possible d’expliquer la « down-regulation » de ObRb en réponse à la 

leptine tout en conservant le caractère constitutif et totalement ligand-indépendant de 

l’internalisation de ObRb-GFP. Ainsi, dans notre modèle expérimental, la synthèse de ObRb 

est constante dans le temps et indépendante de la leptine. Dans ce contexte, cette cytokine 

peut réguler le nombre de récepteurs présents à la membrane plasmique en agissant à trois 

niveaux : i) sur la cinétique d’internalisation de ObRb, ii) sur la cinétique d’adressage à la 

membrane des ObRb néosynthétisés, iii) sur le recyclage de ObRb. 

 Aucun argument en faveur d’un recyclage de ObRb n’a été apporté jusqu’à présent et 

donc un effet inhibiteur de la leptine sur ce processus cellulaire n’est pas envisageable en 

l’état actuel des connaissances. Ainsi, dans notre procédure expérimentale montrant la 

« down-regulation » de ObRb-GFP, nous observons l’équilibre entre l’internalisation des 

ObRb-GFP et l’adressage vers la membrane plasmique des ObRb-GFP néosynthétisés. La 

diminution du nombre de ObRb localisés à la surface cellulaire suite à une stimulation par la 

leptine pourrait être la conséquence de l’effet inhibiteur de la leptine sur l’adressage des 

ObRb-GFP néosynthétisés vers la membrane plasmique, effet mis en évidence dans cette 

étude. De plus, dans les cellules HeLa, la demi-vie de ObRb est courte (+/- 2 h) (Belouzard S 

et al. 2004) suggérant que le temps de résidence du récepteur au niveau de la membrane 

plasmique est également court. Ceci montre l’importance de l’apport des récepteurs 

néosynthétisés dans le pool des  ObRb localisés à la surface cellulaire.  

 D’autres hypothèses peuvent également être avancées pour expliquer le phénomène de 

« down-regulation », tout en conservant l’aspect totalement ligand-indépendant de 

l’internalisation de ObRb, comme par exemple le clivage du domaine extracellulaire de ObRb 

en réponse à la leptine. In vivo, chez l’homme, c’est par ce mécanisme que l’isoforme ObRe 

est créée (Ge H et al. 2002). Néanmoins, aucune isoforme libre du récepteur de la leptine n’a 

pu être détectée suite à une stimulation par la leptine dans le modèle HeLa-ObRb-HA 

(Belouzard S et al. 2004). Egalement, un changement dans l’affinité de liaison entre les 

récepteurs ObRb-GFP résiduels (pas encore endocytés) et le ligand suite à une stimulation 

peut être envisagé, mais semble néanmoins peu probable sur un temps de stimulation par la 

leptine relativement court.  

Dans les cellules HeLa transfectées, seuls 50% des récepteurs ObRb néosynthétisés sont 

adressés à la membrane plasmique (25% dans les cellules COS-7 transfectées), les 50% 

restants étant dégradés (Barr VA et al. 1999; Belouzard S et al. 2004). Il est envisageable que 

la leptine induise une modification de ce ratio en augmentant la proportion de ObRb dégradés 

sans atteindre la membrane plasmique. Cette action de la leptine participerait au phénomène 
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de « down-regulation ». Si tel était le cas, d’un point de vue expérimental, l’utilisation 

d’inhibiteurs de la dégradation lysosomale comme la chloroquine pourrait permettre la mise 

en évidence, par immunofluorescence, d’une accumulation accrue au niveau du Golgi/TGN 

dans les cellules HEK-ObRb-GFP stimulées par la leptine, en comparaison aux cellules HEK-

ObRb-GFP traitées par la chloroquine mais non stimulées par la leptine et aux cellules HEK-

ObRb-GFP non traitées par la chloroquine mais stimulées par la leptine. Cependant cette 

procédure expérimentale est fastidieuse et la technique de quantification de l’accumulation de 

fluorescence au niveau du Golgi/TGN pourrait s’avérer ne pas être assez sensible.  

 

 En conclusion, malgré les résultats montrant clairement une internalisation constitutive 

de ObRb-GFP dans notre modèle cellulaire, un effet de la leptine sur l’internalisation de ce 

récepteur ne peut être totalement écarté à l’heure actuelle, laissant ouverte l’hypothèse de la 

co-existence d’une internalisation constitutive et non-constitutive de ObRb. 

 

II. Internalisation de ObRb et activation des voies de signalisation. 

II.1. Stratégie d’étude. 

 Quelques études réalisées au cours de ces deux dernières décennies ont montré 

l’existence d’une relation entre voies de signalisation induite par un ligand et l’internalisation 

de son récepteur. Nous avons remarqué que dans notre modèle cellulaire HEK-ObRb, le 

traitement par un milieu hypertonique (sucrose 0,5 M, 1 h), inhibant l’endocytose, induit une 

nette réduction de l’activation de STAT3 en réponse à la leptine. Nous avons donc examiné 

plus en détails l’impact de l’internalisation de ObRb sur l’activation des trois grandes voies de 

signalisation de la leptine (les voies STAT, IRS/PI3K et MAPK) en utilisant comme modèles 

cellulaires les lignées HEK-ObRb, HEK-ObRb-GFP et CHO-ObRb. Dans tous ces modèles, 

nous avons également transfecté de façon transitoire un vecteur d’expression eucaryote 

contenant la séquence codante de la protéine JAK2, afin d’augmenter l’activation de ObRb et 

donc des voies de transduction du signal sous-jacentes.  

 Afin d’inhiber le processus d’internalisation, nous avons transfecté une construction 

d’ADNc codant pour un mutant de la dynamine-1 couplé à une étiquette moléculaire HA 

(DynK44A). Les contrôles sont réalisés en transfectant les cellules dans les mêmes conditions 

avec une construction d’ADNc codant pour la dynamine-1 sauvage couplée à HA (Dyn WT).   

Dans nos conditions expérimentales, la transfection de la construction DynK44A dans les 

cellules HEK-ObRb-GFP inhibe le taux d’internalisation de la leptine radio-marquée 
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d’environ 30-40%, par comparaison aux cellules transfectées avec la construction Dyn WT 

(figure 67.A), sans altérer significativement l’expression de ObRb-GFP (figure 67.B).  

 

Fig 67: Effets de la Dyn K44A sur la cinétique d’internalisation de la leptine.

A. Mesure de la cinétique d’internalisation de leptine radio-marquée, par la technique de « I125 binding / acid
wash », dans les cellules HEK-ObRb-GFP transfectées avec les constructions Dyn WT ou Dyn K44A. B.
Expression de ObRb-GFP estimée par Western-blot dans les cellules HEK-ObRb-GFP transfectées avec les 
constructions Dyn WT ou Dyn K44A. Les dynamines WT et K44A sont visualisées en utilisant un anticorps 
anti-HA et ObRb-GFP en utilisant un anticorps anti-GFP.
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Fig 67: Effets de la Dyn K44A sur la cinétique d’internalisation de la leptine.

A. Mesure de la cinétique d’internalisation de leptine radio-marquée, par la technique de « I125 binding / acid
wash », dans les cellules HEK-ObRb-GFP transfectées avec les constructions Dyn WT ou Dyn K44A. B.
Expression de ObRb-GFP estimée par Western-blot dans les cellules HEK-ObRb-GFP transfectées avec les 
constructions Dyn WT ou Dyn K44A. Les dynamines WT et K44A sont visualisées en utilisant un anticorps 
anti-HA et ObRb-GFP en utilisant un anticorps anti-GFP.
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II.2. Impact de l’inhibition de l’endocytose sur les voies de 

signalisation. 

 L’activation des protéines clés des voies de signalisation est étudiée en isolant la 

protéine d’intérêt par immuno-précipitation et en analysant son état de phosphorylation par 

Western-blot. L’intensité des bandes de protéines révélées par Western-blot a été quantifiée 

en scannant les films afin de mesurer de façon semi-quantitative l’activation des protéines en 

réponse à la leptine. 

 Dans les cellules HEK-ObRb-GFP, la transfection de DynK44A n’affecte pas 

l’activation de JAK2 (figure 68.B) et de ObRb-GFP (figure 68.A) en réponse à la leptine (50 

nM). Cependant, l’activation de STAT3 en réponse à la leptine (50 nM) est significativement 

inhibée (p < 0,01) dans les cellules HEK-ObRb-GFP transfectées avec DynK44A (figure 

68.C). Ce résultat a été confirmé en utilisant un kit commercial, STAT3 Transfactor 

(Clontech) (figure 68.D),  dont la sensibilité est supérieure à la technique d’immuno-

précipitation / Western-blot.  
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Fig 68: Effets de la Dyn K44A sur l’activation de ObRb-GFP et STAT3.

Les cellules HEK-ObRb-GFP sont transfectées avec les constructions JAK2 et  Dyn WT ou Dyn K44A, 
déprivées en sérum pendant 12 h et stimulées par la leptine (50 nM). Les protéines totales sont ensuite 
extraites. A, B, C. Les lysats cellulaires obtenus sont soumis à une immuno-précipitation avec des 
anticorps anti-GFP (A), anti-JAK2 (B) et anti-STAT3 (C). Les protéines isolées sont séparées par SDS-
PAGE et révélées avec un anticorps anti-phosphotyrosine (panneaux supérieurs). Les membranes de 
nitrocellulose sont ensuite strippées et révélées à nouveau avec des anticorps anti-GFP (A), anti-JAK2 (B) 
et anti-STAT3 (C) (panneaux inférieurs). Les résultats sont exprimés par le rapport protéines 
phosphorylées / protéines totales et présentés comme des moyennes +/- S.E.M (n=3). (*<p0,05). D. Mesure 
de l’activation de STAT3 en réponse à la leptine par « STAT3 transfactor assay ». Les résultats sont 
exprimés comme des moyennes de densité optique +/- S.E.M (n=3) (*<p0,01).
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Fig 68: Effets de la Dyn K44A sur l’activation de ObRb-GFP et STAT3.

Les cellules HEK-ObRb-GFP sont transfectées avec les constructions JAK2 et  Dyn WT ou Dyn K44A, 
déprivées en sérum pendant 12 h et stimulées par la leptine (50 nM). Les protéines totales sont ensuite 
extraites. A, B, C. Les lysats cellulaires obtenus sont soumis à une immuno-précipitation avec des 
anticorps anti-GFP (A), anti-JAK2 (B) et anti-STAT3 (C). Les protéines isolées sont séparées par SDS-
PAGE et révélées avec un anticorps anti-phosphotyrosine (panneaux supérieurs). Les membranes de 
nitrocellulose sont ensuite strippées et révélées à nouveau avec des anticorps anti-GFP (A), anti-JAK2 (B) 
et anti-STAT3 (C) (panneaux inférieurs). Les résultats sont exprimés par le rapport protéines 
phosphorylées / protéines totales et présentés comme des moyennes +/- S.E.M (n=3). (*<p0,05). D. Mesure 
de l’activation de STAT3 en réponse à la leptine par « STAT3 transfactor assay ». Les résultats sont 
exprimés comme des moyennes de densité optique +/- S.E.M (n=3) (*<p0,01).
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 Aucune différence dans l’activation des protéines IRS1 (figure  69.A) et de la sous-

unité catalytique p85 de PI3K (figure 69.B) en réponse à la leptine (50 nM) n’a été observée 

dans les cellules CHO-ObRb transfectées avec la construction  DynK44A. Dans les cellules 

HEK-ObRb, l’activation de ERK1/2 en réponse à la leptine (50 nM) est significativement 

inhibée pour un temps de stimulation court (5 minutes), mais n’est pas modifiée pour des 

temps de stimulation plus longs (15-30 minutes) (figure 69.C). 
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Fig 69: Effets de la Dyn K44A sur les voies de signalisation IRS/PI3K et MAPK.

A, B. Les cellules CHO sont transfectées avec les constructions ObRb, JAK2, et Dyn K44A ou Dyn WT. Les
cellules transfectées sont déprivées en sérum (12 h) et stimulées par la leptine (50 nM). Les lysats cellulaires 
obtenus après extraction sont soumis à une immuno-précipitation avec des anticorps anti-IRS1 (A) et anti-
PI3K (anti-P85, B). Les protéines isolées sont séparées par SDS-PAGE et révélées avec un anticorps anti-
phosphotyrosine (panneaux supérieurs). Les membranes de nitrocellulose sont ensuite strippées et révélées 
de nouveau avec des anticorps anti-IRS1 (A) et anti-PI3K (anti-P85, B) (panneaux inférieurs). Les résultats 
sont exprimés par le rapport protéines phosphorylées / protéines totales et présentés comme des moyennes 
+/- S.E.M (n=3). (*<p0,05). C. Les cellules HEK-ObRb sont transfectées avec les constructions JAK2 et 
Dyn K44A ou Dyn WT, déprivées en sérum (12 h) et stimulées par la leptine (50 nM). La même procédure 
expérimentale que pour A et B est réalisée en utilisant un anticorps anti-pan ERK.
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Fig 69: Effets de la Dyn K44A sur les voies de signalisation IRS/PI3K et MAPK.

A, B. Les cellules CHO sont transfectées avec les constructions ObRb, JAK2, et Dyn K44A ou Dyn WT. Les
cellules transfectées sont déprivées en sérum (12 h) et stimulées par la leptine (50 nM). Les lysats cellulaires 
obtenus après extraction sont soumis à une immuno-précipitation avec des anticorps anti-IRS1 (A) et anti-
PI3K (anti-P85, B). Les protéines isolées sont séparées par SDS-PAGE et révélées avec un anticorps anti-
phosphotyrosine (panneaux supérieurs). Les membranes de nitrocellulose sont ensuite strippées et révélées 
de nouveau avec des anticorps anti-IRS1 (A) et anti-PI3K (anti-P85, B) (panneaux inférieurs). Les résultats 
sont exprimés par le rapport protéines phosphorylées / protéines totales et présentés comme des moyennes 
+/- S.E.M (n=3). (*<p0,05). C. Les cellules HEK-ObRb sont transfectées avec les constructions JAK2 et 
Dyn K44A ou Dyn WT, déprivées en sérum (12 h) et stimulées par la leptine (50 nM). La même procédure 
expérimentale que pour A et B est réalisée en utilisant un anticorps anti-pan ERK.
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II.3. Discussion – Perspectives. 

 Il existe un lien étroit entre le processus d’endocytose d’un récepteur et l’activation 

des voies de signalisation sous-jacentes. En effet, une relation entre certains composants 

moléculaires des vésicules d’endocytose et certains acteurs clés des voies de signalisation a 

été observée dans de nombreuses études. Ainsi, la régulation du processus d’internalisation 

d’un récepteur peut conduire à l’activation spécifique de certaines voies de transduction du 

signal. La majorité des études menées dans ce domaine a été réalisée sur les récepteurs  RTK 

et RCPG. Malheureusement, peu d’études jusqu’à présent se sont focalisées sur la famille des 

récepteurs de cytokines, et nous apportons ici des données importantes dans ce cas particulier 

ainsi que dans le cadre de l’action biologique de la leptine. 
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 Nos résultats préliminaires ont montrés que l’inhibition de l’internalisation en utilisant 

un milieu hypertonique (sucrose ; 0,5 M) induit une baisse de l’activation de STAT3 en 

réponse à la leptine. Cependant, l’utilisation du sucrose ou d’autres produits chimiques 

comme la méthyl-β-cyclodextrine est certes efficace pour inhiber le processus d’endocytose, 

mais peut également s’avérer toxique pour la cellule et ainsi engendrer des artéfacts dans les 

voies de signalisation étudiées. Afin d’être dans les meilleures conditions expérimentales, 

nous avons utilisé la co-transfection d’une construction ADNc codant pour un mutant de la 

protéine dynamine-1, DynK44A. La dynamine est impliquée dans les phénomènes de fission 

membranaire. Ainsi, l’expression de DynK44A permet de diminuer l’internalisation des 

récepteurs vers les « sorting endosomes » en inhibant partiellement la séparation des vésicules 

d’endocytose de la membrane plasmique, sans influencer de façon significative l’interaction 

entre le ligand et son récepteur (Damke H et al. 1994). La transfection de DynK44A induit 

une réduction significative de l’internalisation de GLUT4 seulement 4h après transfection 

(Al-Hasani H et al. 1998). 

 Cependant, l’endocytose étant un processus indispensable pour la survie cellulaire, il 

nous a fallu trouver des conditions de transfection en adéquation avec notre stratégie 

d’inhibition de l’internalisation de ObRb et l’état biologique des cellules. Les premières 

études ayant utilisé la transfection de DynK44A ont montré que l’expression de cette protéine 

pendant 48 heures n’induisait pas de modification significative des processus de prolifération 

cellulaire ou d’apoptose (nos études sont de la même façon réalisées 48 heures après 

transfection) (Damke H et al. 1994). Nous avons également vérifié dans nos conditions 

expérimentales que l’expression de DynK44A n’induisait pas de modification de la 

prolifération cellulaire, de la morphologie des cellules, et surtout de l’expression de ObRb-

GFP, un contrôle indispensable à réaliser. L’utilisation de la construction DynK44A permet 

d’inhiber l’endocytose de 80% dans le cas de transfection stable et jusqu’à 40% dans le cas de 

transfection transitoire (Vieira AV et al. 1996). Ces données sont en adéquation avec les 

résultats obtenus dans notre modèle d’étude HEK-ObRb-GFP.  

 

II.3.a. Activation des protéines JAK2 et ObRb-GFP. 

 Dans notre modèle cellulaire, l’activation de JAK2 et de ObRb-GFP en réponse à la 

leptine n’est pas affectée par l’inhibition de l’endocytose. Ceci montre que l’activation de ces 

protéines, initiatrices des voies de signalisation, se produit au niveau de la membrane 

plasmique et ne nécessite que l’interaction de la leptine avec son récepteur, et non 

l’internalisation de celui-ci. De plus, ce résultat est en accord avec ceux montrant que JAK2 
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est localisé principalement au niveau de la membrane plasmique, et constitutivement associé 

aux récepteurs localisés à la surface cellulaire (Behrmann I et al. 2004). 

 

II.3.b. Activation de la protéine STAT3. 

 L’inhibition de l’internalisation de ObRb induit une diminution de l’activation de 

STAT3 en réponse à la leptine sans pour autant affecter sa réponse temporelle (l’activation de 

STAT3 est toujours maximale à 30 minutes). Ainsi, l’activation de STAT3 dans les cellules 

HEK-ObRb-GFP se produit en partie au niveau des « sorting endosomes », ce qui reflète le 

concept de « signaling endosomes » développé par l’équipe de Leof (Leof EB 2000). Ce 

résultat est en adéquation avec les données publiées par l’équipe de Sehgal montrant, dans le 

modèle cellulaire Hep3B (cellules hépatocytaires humaines), la présence de protéines STAT3 

actives au niveau des « sorting endosomes », et une réduction de l’activation de STAT3 en 

réponse à l’IL6 suite à l’inhibition du processus d’endocytose (Shah M et al. 2006). 

 Ce résultat suggère également par voie de conséquence la présence de récepteurs 

ObRb encore activés au niveau des  « sorting endosomes ». Afin de vérifier ce point plusieurs 

stratégies peuvent être envisagées : i) L’utilisation de la microscopie électronique et d’un 

anticorps anti-ObRb-phosphorylé pour réaliser des expériences d’immuno-marquage et de co-

localisation avec les marqueurs protéiques Rab adéquats. Même s’il existe un anticorps 

commercial anti-ObRb-phosphorylé, celui-ci n’a jamais été utilisé dans des travaux de 

recherche publiés. ii) Il est également possible de procéder à une isolation des « sorting 

endosomes », suivie d’une extraction protéique et d’une analyse par immuno-précipitation / 

Western-blot de l’état de phosphorylation du récepteur ObRb.  

 

II.3.c. Activation des protéines IRS/PI3K. 

 Pour l’étude de la voie IRS/PI3K, nous avons utilisé la lignée CHO-ObRb,  les cellules 

HEK-ObRb-GFP ne donnant pas de résultat satisfaisant. Généralement, l’étude de l’activation 

des protéines IRS dans les cellules CHO est réalisée dans un modèle expérimental de cellules 

CHO transfectées avec le récepteur de l’insuline (CHO-IR). Il est également possible de 

surexprimer les protéines IRS1 et IRS2 afin de faciliter leurs détections (Bjorbaek C et al. 

1997). Cependant la protéine IRS1 est exprimée de façon endogène dans les cellules CHO. 

Dans nos conditions expérimentales, ne disposant pas de la lignée CHO-IR et des plasmides 

IRS, nous avons procédé à une immuno-précipitation à partir d’une grande quantité de 

protéines totales (environ 2,5 - 3 mg) afin d’isoler une grande quantité de protéine IRS, et de 

pouvoir ainsi détecter ces protéines par la suite. Cette procédure expérimentale a bien 
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fonctionné pour IRS1 mais nous avons été malheureusement dans l’incapacité de détecter la 

protéine IRS2 qui joue un rôle plus important que IRS1 dans l’action biologique de la leptine 

(Withers DJ et al. 1998). La détection de PI3K a logiquement été soumise aux mêmes 

conditions expérimentales. 

 Nos résultats montrent que l’activation dans le temps de PI3K n’est pas superposable à 

celle de IRS1, avec une activation rapide et élevée de IRS1 suivie d’une diminution, et une 

activation progressive et décalée dans le temps de PI3K. Même s’il est possible d’envisager 

plusieurs mécanismes cellulaires expliquant ce phénomène, notamment une localisation 

intracellulaire de IRS1 activée par ObRb et de PI3K différente, aucune explication nette n’est 

possible à l’heure actuelle. De plus, à ma connaissance, aucune étude n’a examiné en parallèle 

l’activation de IRS1/2 et PI3K en réponse à la leptine. 

 Dans les cellules CHO-ObRb, l’inhibition de l’endocytose par la transfection de la 

construction DynK44A n’induit aucun changement significatif dans l’activation des protéines 

IRS1 et PI3K en réponse à la leptine. Cependant, la technique de mesure semi-quantitative 

utilisée pourrait ne pas être assez sensible pour détecter de fines différences d’activation de la 

voie IRS/PI3K, surtout dans la mesure où les protéines IRS1 et PI3K sont faiblement activées 

dans nos conditions expérimentales. De même, nous sommes dans une situation 

expérimentale de multiples co-transfections transitoires, en l’occurrence ObRb, JAK2 et 

DynK44A (ou Dyn WT). Même si trois co-transfections peuvent être réalisées sur une même 

population cellulaire et donner des résultats probants (Bjorbaek C et al. 1997), cette méthode 

induit inévitablement une dilution des effets de l’inhibition de l’internalisation sur l’activation 

des protéines d’intérêts.  

 Ainsi, un impact de l’internalisation de ObRb sur l’activation de la voie IRS/PI3K ne 

peut être totalement exclu. De plus, les protéines IRS et PI3K sont présentes au niveau des 

« sorting endosomes » (Kelly KL et Ruderman NB 1993). Et, même si la relation entre 

internalisation et voies de signalisation peut varier selon les conditions expérimentales et le 

modèle cellulaire, l’activation de la voie IRS/PI3K est par exemple affectée par la transfection 

de DynK44A dans le cas du récepteur au NGF (Zhang Y-z et al. 2000). 

 

II.3.d. Activation des protéines ERK1/2. 

 Dans les cellules HEK-ObRb, l’inhibition de l’internalisation induit une réduction de 

l’activation des protéines ERK1/2 en réponse à la leptine pour le temps de stimulation 5 

minutes, mais n’affecte pas l’activation totale de ces protéines pour des temps de stimulation 

plus longs. On ne peut pas réellement parler de retard d’activation de cette voie, car dans ce 
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cas la quantité de protéines ERK1/2 activées pour le temps de stimulation 15 minutes devrait 

logiquement être supérieure. Cependant, force est de constater qu’il existe un mécanisme 

cellulaire de compensation, permettant une activation normale de la voie MAPK par la 

leptine, pour des temps de stimulation « élevés ».  

 Un tel mécanisme compensatoire pourrait être expliqué en partie par les multiples 

possibilités d’activation de la voie MAPK conduisant in fine à la phosphorylation des 

protéines ERK. En effet, suite à une stimulation par la leptine, la voie MAPK peut être activée 

directement par ObR ou via la phosphorylation de la protéine JAK2 (Bjorbaek C et al. 1997; 

Li C et Friedman JM 1999; Bjorbaek C et al. 2001). Il existe également des interconnections 

entre la voie MAPK et les autres voies de signalisation comme la voie IRS/PI3K (Chen NG et 

al. 1997; Ookuma M et al. 1998). Ainsi, il est possible d’envisager que suite à une stimulation 

par la leptine, l’activation de la voie MAPK est dans un premier temps fortement  liée à 

l’activation de ObRb et à son internalisation vers les « sorting endosomes ». Par la suite, la  

signalisation MAPK à partir de ce compartiment intracellulaire deviendrait relativement 

moins importante, comparée à la signalisation indépendante de l’internalisation de ObRb, 

médiée potentiellement via des acteurs protéiques appartenant aux autres voies de 

signalisation, et activés lors des premiers instants de la stimulation par la leptine. 

 

II.3.e. Signalisation et voie des cavéoles. 

 Comme nous l’avons vu, ObRb-GFP co-localise avec les cavéoles suggérant 

l’implication de cette voie d’endocytose dans l’internalisation du récepteur de la leptine. Les 

cavéoles sont, comme les vésicules de clathrine, le siège de véritables complexes de 

signalisation (Quest A et al. 2004). La transfection in vitro de DynK44A inhibant également 

cette voie d’endocytose (Oh P et al. 1998), nous ne pouvons exclure un impact de 

l’internalisation de ObRb-GFP via la voie des cavéoles sur l’activation des voies de 

transduction du signal en réponse à la leptine. De plus, in vitro, la transfection de cavéoline-1 

dans des cellules surexprimant le GHR augmente l’activation de STAT3 en réponse à la GH 

(Lobie PE et al. 1999). Ce résultat démontre la forte relation entre l’activation de STAT par 

une cytokine et la voie d’internalisation des cavéoles. Ainsi dans notre modèle expérimental, 

la diminution de l’activation de STAT3 engendrée par la transfection de DynK44A dans notre 

modèle cellulaire pourrait résulter en partie de l’inhibition de l’internalisation de ObRb-GFP 

via la voie des cavéoles, même si encore une fois l’implication de cette voie d’endocytose 

dans l’internalisation de ObRb devra être étudiée plus en détail. 
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II.3.f. Conclusion. 

 Dans le cas du récepteur de la leptine, aucune étude ne s’était focalisée sur la relation 

entre l’internalisation de ObRb et l’établissement des voies de signalisation induite par la 

leptine. Nous avons apporté ici des éléments concrets montrant l’importance de cette relation 

dans l’action biologique de la leptine. Cependant, il s’agit uniquement d’une première étape et 

il est indéniable que de nombreux travaux restent à effectuer.  

 Dans un premier temps, il serait intéressant de développer de nouveaux modèles 

cellulaires in vitro afin de vérifier que l’impact de l’internalisation de ObRb sur l’activation 

des voies de transduction du signal sous-jacentes soit un fait plus général. Nous avons vu que 

l’isoforme ObRa peut également activer différentes voies de signalisation en réponse à la 

leptine, même si son importance in vivo dans l’action biologique de cette hormone 

adipocytaire est encore mal définie. Il serait alors intéressant d’étudier l’impact d’une 

inhibition de l’internalisation de ObRa sur la mise en place des voies de transduction du 

signal. 

 L’utilisation de cultures primaires de neurones hypothalamiques de rongeurs pourrait 

également être un modèle d’étude intéressant. Si celui-ci n’est pas adapté pour l’étude des 

caractéristiques d’internalisation de ObRb, pour des raisons essentiellement morphologiques, 

il permettrait d’étudier l’impact de l’internalisation de ObRb sur l’activation de STAT3 

notamment, ceci dans un contexte plus physiologique que les modèles cellulaires classiques. 

 L’utilisation de cultures primaires de neurones hypothalamiques, ou de cellules issues 

des principaux tissus cibles périphériques de la leptine, obtenus à partir d’animaux obèses ou 

sains, permettrait d’étudier l’impact de l’obésité sur les caractéristiques cinétiques de 

l’internalisation du récepteur de la leptine, et la relation dans ce contexte entre internalisation 

et signalisation. Dans le cas de cette pathologie, l’exposition prolongée à de fortes 

concentrations plasmatiques de leptine pourrait entraîner à terme une modification de la 

cinétique et des caractéristiques d’endocytose de ObR, malgré le caractère constitutif de son 

internalisation.  En effet, certaines protéines impliquées dans les voies de signalisation 

participent également à la régulation de la dynamique d’assemblage des CCP, et donc à la 

régulation de l’internalisation. L’altération des signaux de transduction cellulaires associée à 

l’obésité pourraient se repercuter sur le processus d’internalisation de ObR. Ainsi, si la 

relation entre internalisation et signalisation observée in vitro dans cette étude se vérifie in 

vivo, la potentielle dérégulation du processus d’internalisation de ObR associée à l’obésité 

pourrait participer à l’établissement du phénomène de résistance à la leptine, caractérisé 

notamment par une diminution de l’activation de STAT3 en réponse à la leptine. 
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I. Les modèles expérimentaux 

I.1. Les animaux. 

 Les animaux ont été élevés dans des conditions d’élevage standard (23°C, cycle 

lumière/obscurité de 12h, accès libre à la nourriture et à l’eau) et les traitements 

expérimentaux ont été réalisés en accord avec les règles de conduite européennes. Les rats 

sont euthanasiés par décapitation après une légère anesthésie.  

 

I.1.a. Les rats DIO. 

 Des rats Sprague-Dawley CD mâles (Charles River) âgés de six semaines sont 

alimentés avec de la nourriture standard (Purina 5001) ou énergétiquement riche (Research 

Diet, C11024) pendant 14 semaines. La nourriture énergétiquement riche est composée 

d’huile de maïs (8%), de lait concentré adouci (44%), de Purina 5001 (47%) et de 

maltodextrine 10 (1%). Le contenu énergétique est de 4.5 kcal/g (15% protéine, 52% hydrate 

de carbone, 33% lipide). L’évolution du poids des rats est contrôlée une fois par semaine. Les 

rats sont répertoriés comme obèses (DIOs) ou résistants (DIOr) en fonction de leur poids final 

(voir la partie résultat). 

 

I.1.b. Les rats Lou/C. 

 Les rats Lou/C mâles (Harlan) et les rats Wistar mâles (Harlan) utilisés pour cette 

étude sont âgés de 3 mois. Le traitement par la leptine a été réalisé par injection aiguë 

intrapéritonéale (leptine de rat, 2 mg/kg). 

 

I.2. Les cellules. 

I.2.a. Lignées cellulaires et conditions de culture. 

 Dans cette étude, deux lignées de cellules eucaryotes ont été utilisées, les cellules 

CHO (Chinese Hamster Ovary) et HEK (Human Embryonic Kidney). Ces deux lignées sont 

cultivées en conditions standard de culture (37°C, 5% CO2), respectivement dans du milieu 

Ham F-12 et DMEM (4500 mg/L glucose, glutamax, sans pyruvate) supplémentés en sérum 

de veau foetal 10% (SVF), pénicilline 100 U/mL et streptomycine 100 µg/mL pour les 

cellules contrôles. Les lignées stables monoclonales de HEK exprimant ObRb sont 

maintenues en pression de sélection par l’ajout d’Hygromycine B 100 µg/mL dans le milieu 

de culture. Tous les milieux, antibiotiques et sérum utilisés proviennent du fournisseur 

Invitrogen. 
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I.2.b. Transfections et établissement des lignées stables. 

 Les transfections des cellules CHO et HEK ont été réalisées avec le Polyfect 

Transfection Reagent (Qiagen) en respectant le protocole du fabriquant. Les constructions 

d’ADNc codant pour ObRb et ObRb-GFP de souris et clonées dans le vecteur d’expression 

pcDNA (Invitrogen) ont été fournies par le Dr L.M. Williams (Rowett Research Institute, 

Aberdeen, UK). Les plasmides codant pour les constructions de Dynamine-HA sauvage (Dyn 

WT pour Wild Type) et Dynamine-HA K44A mutée (Dyn K44A), clonées dans le vecteur 

d’expression eucaryote pCIS, ont été fournis par le Dr H. Al-Hasani (Dife Institute, 

Allemagne) (Al-Hasani H et al. 1998). Le plasmide codant pour la protéine JAK2 de souris a 

été fourni par le Dr V. Juvin (IGF, montpellier). Les plasmides ont été amplifiés puis purifiés 

suivant le protocole du fabriquant (Endofree Plasmid Maxi kit, Qiagen). 

 Les lignées HEK exprimant de façon stable ObRb (HEK-ObRb) et ObRb-GFP (HEK-

ObRb-GFP) ont été développées en collaboration avec le Dr M. Pyrski (Dife Institute, 

Allemagne). Brièvement les cellules HEK WT sont transfectées avec la construction ADNc 

codant pour ObRb ou ObRb-GFP et sont cultivées en présence d’antibiotique de sélection 

(Hygromycine B, 500µg/mL).  Des clones indépendants sont isolés par la technique de 

dilution limite et maintenus en culture en présence de 100 µg/mL d’Hygromycine B. Les 

cellules sont cultivées en absence d’antibiotique de sélection pendant un minimum de 24 h 

avant toute expérience. 

 

 Tableau 1 : Quantité d’ ADN transfecté en µg. 

 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 l’étude de l’activation des voies de signalisation, le jour précédent la transfection 

des Dyn WT, Dyn K44A et JAK2 (et ObRb), 8x106 cellules HEK-ObRb ou HEK-ObRb-GFP, 

ou  3x 106 cellules CHO WT sont ensemencées dans des boîtes de culture de 20 cm de 

diamètre. Après 24 h, la transfection est réalisée en suivant le protocole du fabriquant et en 

respectant le ratio [quantité d’ADN / Polyfect Reagent] recommandé (Polyfect, Qiagen) (voir 

Tableau 1). Les cellules sont ensuite cultivées dans des conditions standard pendant 36 h puis 

déprivées en sérum pendant 12 h avant stimulation par la leptine (leptine humaine, 50 nM, 

Sigma, diluée dans du milieu DMEM sans sérum).  

 



_____________________________________________ ________Procédures expérimentales. 

 183 

II. Immunohistochimie, immunocytochimie. 

II.1. Liste des différents anticorps utilisés.  

Immunofluorescence (IF). Western Blot (WB). 

Anti-ObR , chèvre, 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, chèvre, Santa-Cruz, 1/100.  

Anti-Rab4, souris, BD biosciences, IF 1/300. 

Anti-EEA1 , 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 , chèvre, Santa-Cruz 1/200. 

IgG conjugué à l’Alexa 488, Molecular Probes, 1/500. 

IgG conjugué à l’Alexa 546, Molecular Probes, 1/500.  

IgG conjugué à l’HRP, DAKO, 1/2000. 

 

II.2. Préparation des échantillons. 

II.2.a. Tissus congelés. 

 Les tissus (dans notre cas les hypophyses) sont rapidement prélevés, brièvement rincés 

dans du PBS à 4°C, déposés dans une goutte de Tissu-Tek puis congelés sur un lit de 

carboglace et conservés à -80°C. Des coupes de 7 à 15 µm selon les cas sont réalisées à froid 

à l’aide d’un cryostat, puis conservées dans une boîte hermétique à -80°C. Avant l’expérience 

d’immunohistochimie, les coupes sont fixées dans une solution de paraformaldéhyde (PFA) 

4% (1 min) puis rincées avec du PBS (3x1 min). Ce protocole diffère pour le marquage réalisé 

dans l’expérience de LCM (pour « Laser Capture Microdissection ») (voir le chapitre 

correspondant). 
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II.2.b. Tissus enrobés en paraffine. 

 Les tissus sont rapidement prélevés, brièvement rincés dans du PBS à 4°C, puis fixés 

dans une solution de paraformaldéhyde (PFA) 4% sur la nuit, à 4°C, avec agitation. Les tissus 

sont ensuite rincés dans un grand volume de PBS/Glycine 0,1 M pendant au minimum 3x1 h. 

Les tissus ainsi fixés peuvent être conservé à 4°C pendant quelques jours, à l’obscurité. 

 Pour l’enrobage en paraffine, les tissus sont déshydratés par des bains successifs 

d’alcool 70%, 90% et 100% (2x5 min). Les tissus sont ensuite incubés dans du butanol (1 h à 

température ambiante) puis dans un mélange 50/50 de butanol et paraffine (paraplast, Mc 

Cormick) (1h à     56 °C), et pour finir par des bains successifs de paraffine pure (3 x 4 h). Les 

tissus inclus en paraffine peuvent être conservés à température ambiante pendant de 

nombreuses années. 

 Des coupes de 15 µm sont réalisées à l’aide d’un microtome et déposées sur des lames 

histologiques silanées. Avant l’expérience d’immunohistochimie, les coupes sont 

déparaffinées dans du xylène (2x1 h), puis réhydratées par des bains successifs d’alcool 

100%, 90%, 70% (2x2 min) et de PBS (2x5 min) 

  

II.2.c. Cellules en culture. 

 Les cellules sont cultivées sur des lamelles de verre recouvertes de Poly-D-Lysine, 

permettant une meilleure adhérence des cellules sur le verre. Le milieu de culture est ensuite 

aspiré et les cellules sont rincées avec du PBS à 4°C (3x2 min) puis fixées avec une solution 

de PFA 4% à 4°C pendant 15 min et rincées avec du PBS/Glycine 0,1 M (3x5 min) puis du 

PBS seul (2x5 min). Les cellules ainsi fixées peuvent être conservées quelques jours à 4°C, à 

l’obscurité. 

 
II.3. Immuno-marquage. 

 Les cellules sont perméabilisées avec une solution de PBS/TritonX100 0,05% pendant 

5 min à température ambiante (RT pour room temperature) puis incubées avec une solution de 

PBS/BSA 5% pendant 30 min afin de bloquer les sites non spécifiques. Les tissus sont 

directement incubés avec la solution de PBS/BSA 5%. Une incubation avec les anticorps 

primaires (dilués dans une solution de PBS-BSA 1%) est ensuite réalisée pendant 1 heure à 

RT ou sur la nuit à 4°C. Les cellules/tissus sont ensuite rincés abondamment dans du PBS 

pendant 3x10 min au minimum. Les anticorps secondaires couplés au fluorochromes sont 

incubés à RT pendant 30 min à 1 h. Après plusieurs lavages abondants dans du PBS, les 

lames ou lamelles sont montées pour leur observation en microscopie. 
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II.4. Observation en microscopie à fluorescence. 

 Les images sont acquises avec un microscope Zeiss LSM 510 à balayage laser équipé 

du système META, équipé de sources laser et de trois canaux de détection séparés, 

comportant chacune leur propre « pinhole ». Les images fluorescentes correspondant aux 

Alexa 488 (excitée par une source laser Argon 488 nm et émettant à 519 nm) et Alexa 546 

(excitée par une source laser HeNe 543 nm et émettant à 573 nm) sont collectées 

séquentiellement sur deux canaux différents. Un jeu de filtres appropriés est utilisé afin de 

réduire la fluorescence non spécifique. Les images ainsi collectées ont été analysées avec les 

logiciels Imaris 4 (Bitplane) et Zeiss. 

 

II.5. Quantification de la fluorescence. 

 La technique de quantification de la fluorescence a été réalisée en collaboration avec le 

Dr Y. Usson (Grenoble, CNRS UMR5525). Elle est décrite dans l’article intitulé « Nuclear 

translocation and retention of GH » (Mertani HC et al. 2003). Brièvement, la fluorescence 

correspondant au marquage du récepteur de la leptine a été quantifiée dans les cellules 

somatotropes, à partir de coupes d’hypophyse en paraffine. Une double immunofluorescence 

GH/ObR est réalisée, les cellules somatotropes sont identifiées et un masque binaire est créé. 

La fluorescence correspondant à ObR est quantifiée uniquement dans ce masque en utilisant 

un logiciel spécialement développé pour cette technique (Samba). 

 

II.6. Immuno-marquages en microscopie électronique. 

 Afin de procéder à la co-localisation entre ObRb et les protéines clathrine et cavéoline, 

les cellules HEK-ObRb-GFP sont fixées pendant 20 min à 4°C dans une solution de PFA 4% 

et glutaraldéhyde 0,05%. Les cellules sont ensuite incubées dans du PBS contenant 0,4 M de 

sucrose (30 min, 4°C) afin de les cryo-protéger, puis congelées comme précédemment décrit 

(Lobie PE et al. 1999). Des coupes ultra-fines de 80 nm congelées sont réalisées en utilisant 

un microtome (Ultracut S, Leica) et montées sur des grilles de nickel.  

 L’immunocytologie est réalisée en incubant les coupes avec du PBS-BSA 1% pendant 

10 min à RT, puis avec l’anticorps primaire dilué dans du PBS-BSA 1% pendant 1h à RT. 

Après rinçages, les coupes sont incubées avec l’anticorps secondaire (dilué dans du PBS-BSA 

1%) couplé à des particules d’or de 5 ou 10 nm de diamètre, pendant 1 h à RT. Les coupes 

sont ensuite fixées avec du glutaraldéhyde 2,5%, marquées avec de l’acétate d’uranyle neutre 
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à 4% pendant 20 min et enrobées de méthylcellulose. Les coupes sont observées sur un 

microscope électronique Philips CM120 (80kV) (Centre Technologique des Microstructures). 

 

III. Purification des ARN et PCR quantitative.  

III.1. Extraction des ARN. 

 Dans toutes ces étapes, le matériel utilisé ainsi que les différentes solutions sont 

« RNases free ». Les tissus sont rapidement prélevés, brièvement rincés dans du PBS à 4°C, et 

les ARN totaux sont extraits en utilisant le kit d’extraction PROMEGA, conformément aux 

instructions du fabriquant. Ce kit comprend une étape de traitement à la DNaseI afin 

d’éliminer les contaminations par l’ADN génomique. La qualité des ARN extraits a été 

contrôlée par Bioanalyseur (Agilent). 

 

III.2. Synthèse des ADN complémentaires (ADNc). 

 Dans un volume final de 10 µL, 1 µg d’ARN est incubé pendant 5 min à 65°C (puis 5 

min à 4°C) en présence de 1 µL d’Oligo(dT)12-18 (500 µg/mL, Invitrogen) et de 1 µL de 

dNTP (10 nM chacun, Invitrogen). Sont alors ajoutés sur la glace : 4µL de tampon (first 

strand buffer 5X, Invitrogen), 2 µL de DTT 0,1 M (Invitrogen), 1 µL de RNase OUT 

(Invitrogen), 1 µL d’eau ultrapure et 1 µL de Transcriptase Inverse Superscript II 

(Invitrogen). La synthèse des ADNc est réalisée lors d’un cycle de 2 min à 37°C, 50 min à 

42°C et 5 min à 85°C. Les 20 µL de réaction ainsi obtenus sont dilués 12,5 fois (ou 25 fois 

selon les gènes étudiés) dans de l’eau ultrapure, aliquotés et conservés à -20°C jusqu’à 

utilisation comme ADN cibles dans les réactions de PCR. 

 

III.3. Choix des amorces. 

 Chaque couple d’amorces (Tableau 2) a été sélectionné grâce au logiciel OligoPerfect 

(Invitrogen). Les critères appliqués sont : i) une taille du fragment amplifié inférieure à 200 

pb, ii) si possible la présence d’une jonction intron/exon au sein de ce fragment, iii) un 

nombre limité de GC dans la séquence permettant de diminuer les risques de formation de 

boucle intramoléculaire et de dimérisation des amorces. Pour chaque couple d’amorces, la 

température optimale d’hybridation a été déterminée par PCR classique. Par la suite, pour 

chaque PCR quantitative, l’absence de plusieurs produits de PCR ainsi qu’une efficacité de 

réaction adéquate ont été vérifiées.  
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Tableau 2 : Les différentes amorces utilisées. 

gênes forward primer (5'--3') reverse primer (5'--3') 

ObRa GCT GTG CAG TCA CTC AGT GC TCA AAG AGT GTC CGC TCT CTT TTG G 

  TGC AGG GCT GTA TGT CAT TG AGT GTC CGC TCT CTT TTG GGA 

ObRb CAG ATC ATC CAC CCA ATG TG TTC CCC GTG ATT TTC TTC AG 

  TGA CCA CTC CAG ATT CCA CA CCA CTG TTT TCA CGT TGC TG 

GHSR CAC CAC CAC CAA CCT CTA CC GGA AGC AGA TGG CGA AGT AG 

GHRH GAA ATC ATG AAC AGG CAG CA GCT GAA AGC TTC ATC CTT GG 

GHRH-R CAC TGC CCC AGG AAC TAC AT CCA CAG AGA CCT TGC ACA GA 

SRIF TGG CAG AAC TGC TGT CTG AG GAA GTT CTT GCA GCC AGC TT 

sst1-R GGA GCG ACA GTA AGC AGG AC CTT TCG GAC AAG CCA GAC TC 

sst2-R CCC GCT ATG TAA TCT CGT TGC AAG AGG GAT GCT G 

sst5-R CGC CAA GAT GAA GAC AGT TAC TGA CCA TCA GGC AGA AGA TAC 

IGF1-R GTG CTG TAC GCC TCT GTG AA TTG CAG CCT CAT TCA CTG TC 

GH-R GCC CTG CCA AGA AAA TTA CA GGA GCG GTA TCT GCT GTC TC 

leptine CAG GTT CCA GCT TCT TGA GC GCT TGT CCT CTG TCC TCT GG 

ghréline TGA GCT ATC TGC AGC ACG TT TGA CAC CAA AAC CCT CAT CA 

β-actin CAC TTT CTA CAA TGA GCT GCG AAG GAA GGC TGG AAG AGA GC 
 

 

III.4. PCR quantitative en temps réel. 

 La majorité des réactions de PCR quantitatives est réalisée sur le eCycler (BioRad), 

utilisant des plaques de 96 puits spéciales. Chaque réaction de PCR a été réalisée en triplicate. 

Chaque puit contient un volume de réaction final de 25µL constitué d’un mélange de 1µL 

d’ADNc, 2,5 µL de buffer 10X (Invitrogen), 1 µL de MgCl2 (50 nM, Invitrogen), 1,25µL 

d’Evagreen 20X (équivalent du SYBR Green, Biotum), 0,125 µL de Polymerase Platinium 

Taq (Invitrogen), 0,05 µL de chaque dNTP (100 mM, Invitrogen), 0,05 µL de chaque amorce 

à 100 µM, et 9 µL d’eau ultrapure. Les conditions d’amplification appliquées sont : un cycle 

d’activation de la Taq polymérase de 15 min à 95°C (« Hot start ») suivi de 35 à 45 cycles. 

comportant une étape de dénaturation (15 sec, 95°C), une étape d’hybridation (30sec à la 

température spécifique du couple d’amorce) et une étape d’élongation (30 sec, 72°C). La 

qualité des fragments de PCR amplifiés est contrôlée en réalisant une courbe de fusion après 

amplification. 
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III.5. Analyse et normalisation. 

 Pour chaque gène, des quantifications relatives sont réalisées par rapport à des 

gammes de dilutions séquentielles d’ADNc et l’analyse est effectuée avec le logiciel eCycler. 

Les résultats sont ensuite normalisés par rapport au gène de la β-Actine dont l’expression est 

la plus stable parmi les différents gènes de ménage testés dans nos conditions expérimentales 

(tissu hypophysaire). Pour chaque gène étudié, trois PCR quantitatives au minimum ont été 

réalisées, à partir d’ADNc issus d’au moins deux RT indépendantes afin de limiter les erreurs 

de quantification liées à la réaction de transcription inverse.  

 

IV. Analyse de l’expression et de l’activation des protéines 

tissulaires ou cellulaires. 

IV.1. Extraction des protéines totales.  

IV.1.a. Pour les tissus. 

 Les tissus (hypophyses) sont prélevés, rincés rapidement dans du PBS à 4°C, puis 

broyés dans du tampon de lyse , sur la glace, dans un Potter adapté aux petits volumes. Le 

lysat ainsi obtenu est récupéré et incubé sur la glace pendant 30 min avec agitations 

occasionnelles (vortex). Le lysat est alors homogénéisé à l’aide d’une seringue préalablement 

refroidie et incubé de nouveau 10 min sur la glace. Les protéines solubilisées sont récupérées 

après centrifugation (16000g, 30 min, 4°C) et leur concentration estimée par la méthode de 

Bradford (protein assay, Pierce). 

 

IV.1.b. Pour les cellules en culture. 

 Les cellules sont rincées abondamment avec du PBS à 4°C, les boîtes de culture étant 

placées sur la glace. Le PBS est correctement aspiré, le tampon de lyse est ajouté et les 

cellules sont décollées à l’aide d’un grattoir et récupérées avec le tampon de lyse dans un tube 

approprié placé sur la glace. Le lysat obtenu est pipeté plusieurs fois à l’aide d’une pipette de 

200 µl, et incubé sur la glace pendant 30 minutes avec agitation occasionnelle (vortex). Le 

lysat est alors homogénéisé à l’aide d’une seringue préalablement refroidie et incubé de 

nouveau 10 min sur la glace. Les protéines solubilisées sont récupérées après centrifugation 

(16000g, 30 min, 4°C) et leur concentration estimée par la méthode de Bradford (protein 

assay, Pierce). 
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IV.1.c. Les différents tampons de lyse utilisés. 

 Pour les expériences d’immuno-précipitation (cellules en culture), le tampon de lyse 

utilisé est le RIPA modifié dont la composition est la suivante : Tris-HCl 50 mM pH 7,4 ; NP-

40 1%; Na-deoxycholate 0,25%; NaCl 150 mM ; EDTA 1 mM. 

Pour les expériences d’analyse en Western-blot classique le tampon de lyse utilisé est 

composé de NP-40 1%; TritonX-100 0,5% ; glycérol 10%; EDTA 1 mM; NaCl 150 mM; 

Tris-HCl 50mM pH 7,4. Pour l’ELISA anti-ObR, le tampon utilisé est identique, excepté qu’il 

ne contient pas d’EDTA.  

A ces tampons de lyse est ajouté un cocktail d’inhibiteur 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 sépharose couplées aux protéines A/G (Santa-

Cruz) sont préparées par une incubation de 30 min sur la glace dans une solution de Tris-HCl 

(pH 7,4)–BSA 2%. Les billes sont récupérées par centrifugation et rincées 3 fois dans la 

solution de Tris. Le lysat de protéines (de 500 µg à 2,5 mg de protéines à une concentration de 

1 µg/mL) est clarifié en ajoutant les billes couplées aux protéines A/G (20 µL) pendant 10 

min à 4°C. Le lysat clarifié est récupéré par centrifugation et incubé en présence de 

l’anticorps primaire à 4°C sur la nuit avec agitation (agitateur orbital). L’immuno-complexe 

formé est capturé en incubant le lysat avec les billes couplées aux protéines A/G (50 µL) 

pendant 2 h à 4°C, toujours sous agitation. Les billes sont récupérées par centrifugation (5 sec, 

10000 rpm) et rincées 3 fois avec le tampon de lyse ou du PBS selon les cas. Les billes sont 

alors resuspendues dans 50 µL de tampon de charge dénaturant 2X (Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 ; 

glycérol 20% ; SDS 10% ; 2-mercaptoéthanol 10% et bleu de bromophénol 0,01%), et le tout 

est chauffé pendant 5min à 100°C environ. Les billes sont éliminées par centrifugation et le 

surnageant est chargé sur le gel SDS-PAGE et analysé par la technique de Western-blot. 

 

IV.3. Le Western-blot. 

 Les protéines sont diluées dans du tampon de charge dénaturant, séparées par SDS-

PAGE et transférées sur des membranes de nitrocellulose. Les membranes sont saturées par 

incubation avec du TBS-T (TBS + Tween 20 0,05%) contenant 5% de lait ou 3% de BSA 

selon les cas. Les membranes sont ensuite incubées avec anticorps primaires sur la nuit à 4°C. 

Après rinçage avec le TBS-T (3x15 min), les membranes sont incubées 30 min à RT avec les 
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anticorps couplés à l’enzyme HRP (HorseRadish Peroxidase) et la révélation des protéines est 

réalisée par chimioluminescence en utilisant le substrat ECL+ (Amersham). Les membranes 

peuvent être de nouveau utilisées après élimination des anticorps (« strippage ») réalisée par 

incubation 15 min à RT dans une solution à pH 2,2 composée de glycine 100mM, NP-40 

0,1% et SDS 0,2%. Elles sont ensuite lavées avec de l’eau milliQ (3 x 5 min) puis du PBS (10 

min) et de nouveau saturées et incubées avec les anticorps. 

Une fois les films développés, ils sont scannés (ImageScanner II, GE Healthcare) et l’intensité 

des bandes, correspondant à la quantité de protéines, est évaluée (semi-quantification ; 

ImageQuant TL software, GE Healthcare). Le marqueur de poids moléculaire est utilisé pour 

calibrer le système et permettre une comparaison entre les films de chaque série 

d’expériences.  
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L’utilisation du kit ELISA ObR a été validée en réalisant cette expérience sur les cellules HEK-ObRb, HEK-
ObRb-GFP, et sur le tissu adipeux (T.A) et le foie de souris et de rat.

 

 

IV.4. L’ELISA. 

 Les techniques d’ELISA réalisées durant cette thèse sont basées sur l’utilisation de kits 

commerciaux. Pour chaque kit, les conditions expérimentales sont variables et sont décrites 

sur les sites web des fabricants. Le kit ELISA anti-ObR (R&D system) a été développé à 

l’origine pour quantifier l’isoforme ObRe dans le plasma. Des mises au point ont été réalisées 

au laboratoire pour adapter son fonctionnement aux  tissus, en utilisant un tampon de lyse 

particulier (voir chapitre III.1.c). Tous les contrôles nécessaires ont été réalisés pour valider 

l’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 somatotropes et 

microdissection. 

 Tous les instruments, récipients et les solutions (à part les anticorps) sont RNases free. 

Les hypophyses congelées et conservées à -80°C sont coupées à l’aide d’un cryostat à une 

épaisseur de 12 µm. Les coupes sont conservées à -80°C. Le jour de l’expérience de 

microdissection, les coupes stockées à -80°C sont fixées à l’acétone (2 min, à 4°C) puis 

brièvement rincées dans du PBS à 4°C (5 sec). Les étapes suivantes sont réalisées à l’abri de 

la lumière. L’anticorps primaire est appliqué sur les coupes pendant 5 min à 4°C (anti-GH 

DAKO, dilué dans du PBS au 1/500). Les coupes sont rincées (PBS pendant 2min, 4°C) puis 

incubées avec l’anticorps secondaire pendant 5 min à 4°C (CY3, Dako, 1/700) et à nouveau 

rincées dans du PBS (2 min, 4°C). Les coupes sont alors déshydratées par des bains successifs 

d’éthanol (75%, 95%, 100% ; 2 x 30 sec chacun) et de xylène (2 x 5 min). Les coupes sont 

alors conservées sous vide, à RT et à l’obscurité.  

 La microdissection est réalisée conformément aux recommandations du fabriquant 

(Arcturus, Pix cell system). Les cellules GH identifiées par immuno-marquage sont prélevées 

à l’aide de capsules HS (Arcturus). Environ 1000 cellules sont prélevées par hypophyse. 

 

V.2. Extraction des ARN, amplification et PCR quantitative. 

 Les ARN sont extraits selon le protocole du fabriquant (Qiagen, RNAeasy microkit). 

Une étude qualitative des ARN est réalisée à l’aide du Bioanalyseur (AGILENT). L’analyse 

comparative est portée sur les ARN extraits des coupes avant et après immuno-marquage, de 

même qu’avant et après LCM, afin de vérifier que ces traitements n’induisent pas de 

dégradation significative des ARN, incompatible avec l’étude en PCR quantitative. 

 La quantité d’ARN totaux obtenus après microdissection étant faible, les ARNm ont 

été amplifiés suivant le protocole du fabriquant (MessageAmp aRNA kit ; Ambion). 

Brièvement, une transcription inverse est réalisée en utilisant des amorces de type oligo(dT) 

contenant le promoteur T7. L’ADN est transcript en utilisant l’ARN polymérase T7 afin de 

générer des copies de chaque ARNm présent dans l’échantillon. Il a été démontré que cette 

amplification n’altère pas la proportion relative de chaque ARNm par rapport à l’ensemble de 

la population des ARNm. Cette méthode est donc compatible avec les expériences de PCR 

quantitative (King C et al. 2005). La quantité d’ARN obtenu après amplification est de l’ordre 

de 10-15 ng/µL. Par la suite une transcription inverse est réalisée comme précédemment 
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décrit, en utilisant ici comme amorces des « random hexamer », les ARN amplifié ne 

possédant plus de queue polyA. La PCR quantitative en temps réel est ensuite réalisée suivant 

le protocole précédemment décrit.  

 

VI. Mesure de la cinétique d’internalisation de la leptine  

VI.1. I 125 binding couplé à la technique de lavages acides. 

 Les cellules sont cultivées jusqu’à 80% de confluence dans des boîtes de Pétri (60mm) 

recouvertes de la Poly-D-Lysine. Après rinçage avec du PBS (4°C, 2 x 5 min), les cellules 

sont incubées avec 100 000 cpm de leptine radiomarquée à l’I125, dans 0,5ml de milieu 

DMEM contenant 1% de BSA, pendant 2 h à 4°C. Les cellules sont rincées avec du PBS 

(4°C) afin d’enlever la leptine radio-marquée non fixée, puis remises en culture dans du 

milieu DMEM à 37°C pendant les différents temps de la cinétique. Les cellules sont ensuite 

rincées à nouveau avec du PBS à 4°C puis incubées avec un tampon acide (NaCl 0,5 M ; 

acide acétique 0,2 M) pendant 5 min pour dissocier les complexes leptine/récepteur localisés à 

la surface cellulaire. Un deuxième lavage acide est ensuite réalisé. La radioactivité contenue 

dans les solutions acides récupérées après ces deux lavages  et contenant la leptine radio-

marquée est mesurée en utilisant un compteur gamma. 

 

VI.2. Technique de biotinylation des protéines de surface. 

 Les cellules HEK-ObRb-GFP sont cultivées jusqu’à 80% de confluence dans des 

boîtes de Pétri (60mm) recouvertes de la Poly-D-Lysine et sont rincées avec du PBS à 4°C. 

L’ensemble des protéines localisées à la surface cellulaire est marqué après incubation des 

cellules dans une solution de PBS à pH 8 contenant 0,5 mg/mL de Sulfo-NHS-SS-Biotine 

pendant 2 h à 4°C, en accord avec le protocole du fabriquant (Pierce). Les cellules sont 

ensuite rincées avec du PBS (4°C, pH 8, 2 x 5 min) et remises en culture (37°C, milieu 

DMEM) en présence ou absence de leptine (leptine humaine, 50 nM, Sigma), pendant les 

différents temps de la cinétique. Après rinçage avec du PBS à 4°C, les ponts disulfures sont 

clivés en utilisant 50 nM de glutathion dans une solution contenant 75 mM de NaCl, 75 mM 

de NaOH, 10% de SVF à 4°C pendant 15min. Les cellules sont de nouveau rincées à 4°C 

avec du PBS. Il est nécessaire de noter que les protéines biotinylées localisées dans le 

cytoplasme sont protégées du clivage. Les protéines totales sont ensuite extraites dans le 

tampon de lyse RIPA modifié, les protéines biotinylées sont immuno-précipitées en utilisant 

la streptavidine, séparées par SDS-PAGE et visualisées par la technique de Western-blot en 
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utilisant un anticorps anti-GFP. L’intensité des bandes a été mesurée comme précédemment 

décrit. 
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Les neuropeptides hypothalamiques impliqués dans le 

contrôle de la balance énergétique. 
 

I. Les neuropeptides orexigènes de premier ordre. 

I.1. Le neuropeptide Y (NPY). 

 Le NPY appartient à la famille des polypeptides pancréatiques. Ce neuropeptide existe 

de façon ubiquitaire dans le cerveau, avec un niveau d’expression particulièrement élevé au 

niveau du noyau arqué de l’hypothalamus (ARC). Son expression hypothalamique est régulée 

par le statut métabolique de l’organisme. Ainsi, l’expression et la libération de NPY est 

stimulée par le jeûne et inhibée par la prise alimentaire (Sanacora G et al. 1990).  

 Chez le rat et la souris, l’injection de NPY au niveau hypothalamique augmente la 

prise alimentaire (Glenn Stanley B et al. 1986), diminue la dépense énergétique en réduisant 

la thermogénèse (Billington CJ et al. 1991) et l’activité du système nerveux autonome (Egawa 

M et al. 1991). L’injection répétée de NPY au niveau du noyau paraventriculaire (PVN) de 

l’hypothalamus induit l’obésité chez le rat (Zarjevski N et al. 1993). 

 NPY est donc un neuropeptide orexigène et logiquement, sa synthèse au niveau du 

noyau arqué est inhibée par l’insuline et la leptine (Schwartz MW et al. 1991; Stephens TW et 

al. 1995).  

 Chez les rats obèses Zucker (fa/fa), l’expression de NPY est augmentée au niveau de 

l’ARC (Beck B et al. 1990). Chez l’homme cependant, son expression ne semble pas être 

affectée dans les cas d’obésité (Brunani A et al. 1995; Nam S-Y et al. 2001) bien que 

quelques études témoignent d’une augmentation. 

 Etonnamment, les souris « knock out » (KO) pour NPY sont caractérisées par une 

prise alimentaire physiologique. L’importance du NPY dans la prise alimentaire étant 

démontrée, cette observation suggère des circuits neuronaux anaboliques parallèles, 

compensant l’absence de NPY par l’utilisation d’autres neuropeptides orexigènes.  

 

I.2. Le « Agouti Related Peptide » (AgRP). 

 L’AgRP a été découvert chez la souris obèse agouti, nommée ainsi à cause de la 

couleur de son pelage. Cette couleur est due à l’expression de la protéine Agouti au niveau 

des poils, et à son effet antagoniste sur le système mélanocortine.  Au niveau du SNC, ce 

neuropeptide est principalement exprimé au niveau du noyau arqué de l’hypothalamus, 
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(Shutter JR et al. 1997). Comme Agouti, l’AgRP est un antagoniste des récepteurs MC3R et 

MC4R impliqués dans le système mélanocortine (Lu D et al. 1994). 

 Une seule injection au niveau central d’AgRP induit une augmentation de la prise 

alimentaire pouvant durer 7 jours (Rossi M et al. 1998). Ce temps d’action incroyable fait de 

l’AgRP un neuropeptide anabolique puissant (en comparaison au NPY dont l’effet sur la prise 

alimentaire n’est que de 6h environ). Les souris modifiés génétiquement pour surexprimer 

l’AgRP sont hyperphagiques et fortement obèses (Graham M et al. 1997). 

 L’expression et la libération de l’AgRP sont stimulées par le jeûne, et inhibées par la 

prise alimentaire, la leptine, l’insuline et le glucose (Mizuno TM et al. 1999; Morrison CD et 

al. 2005). Les rats rendus obèses par l’alimentation (rat DIO pour « Diet Induced Obesity ») 

présentent une augmentation de la concentration d’AgRP au niveau hypothalamique (Harrold 

JA et al. 1999). Un polymorphisme du gène AgRP est également en relation avec le 

développement de l’obésité chez l’homme (Argyropoulos G et al. 2002). 

 En plus de son rôle dans la prise alimentaire, AgRP influence négativement la dépense 

énergétique. Ainsi, son injection centrale inhibe l’expression de UCP1 (« uncoupling protein 

1) dans le tissu adipeux brun (Yasuda T et al. 2004). De plus, l’injection centrale d’ARN 

antisens de l’AgRP induit chez le rat une réduction de poids, sans pour autant modifier la 

prise alimentaire (Makimura H et al. 2002). L’AgRP inhibe également l’axe hypothalamo-

hypophysaire-thyroïdien (HPT) et la sécrétion des hormones thyroïdiennes fortement 

impliquées dans le contrôle des dépenses énergétiques (Fekete C et al. 2002). 

 Comme dans le cas de NPY, les souris KO AgRP ne présentent pas de défauts majeurs 

dans la régulation de la prise alimentaire (Gao Q et al. 2004). La même observation a été 

réalisée chez les souris double KO pour NPY et AgRP, suggérant l’implication d’autres 

circuits neuronaux et d’autres neuropeptides anaboliques dans la régulation centrale de 

l’homéostasie énergétique, neuropeptides qu’ils restent peut-être à découvrir ou à redécouvrir 

(Gao Q et al. 2004). 

 

II. Les neuropeptides orexigènes de second ordre. 

II.1.Les orexines ou hypocretines. 

 La famille des orexines est composée de deux peptides, orexine A et orexine B, issues 

du clivage protéolytique du précurseur prépro-orexine. Les neurones synthétisant l’orexine 

sont principalement localisés dans l’aire hypothalamique latérale (LHA) et l’aire périfornicale 

(PFA). 
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 L’expression ARN de la prépro-orexine au niveau de l’hypothalamus est augmentée 

par un jeûne complet de 48h mais n’est pas affectée par une prise alimentaire simplement 

réduite (Cai XJ et al. 1999). Chez les rongeurs, l’injection centrale d’orexine A induit une 

augmentation de la prise alimentaire, mais sur le très court terme (Haynes AC et al. 1999). En 

effet, suite à cette injection un mécanisme compensatoire s’installe, et il n’y a ni modification 

significative de la prise alimentaire sur 24h, ni gain de poids (Yamanaka A et al. 1999). 

L’injection d’orexine B ne modifie pas la prise alimentaire chez le rat. 

 Les neurones à orexines expriment l’isoforme longue du récepteur de la leptine, et 

l’injection de leptine au niveau central si elle induit une diminution de la production d’orexine  

A, n’a curieusement pas d’effet sur l’expression de son précurseur dans des conditions 

standards (Beck B et Richy S 1999; Cai XJ et al. 1999). De façon contradictoire, l’obésité est 

associée à une baisse de l’expression de la prépro-orexine chez le rat Zucker fa/fa (Cai XJ et 

al. 2000).  

 Les orexines semblent avoir un rôle prédominant dans la sensibilité au taux de glucose 

sanguin. En effet, les neurones orexines interagissent avec les neurones sensibles au glucose 

de l’hypothalamus. Les « glucose-responsive cells » sont stimulées par une hyperglycémie et 

l’orexine A. Les « glucose-sensitive neurons » stimulés par une hypoglycémie, l’orexine B et 

inhibée par l’orexine A (Liu XH et al. 2001). De plus, une glycémie faible augmente la 

synthèse d’orexine B mais pas d’orexine A au niveau hypothalamique (Cai XJ et al. 2001). 

 En plus de son action dans la régulation de la balance énergétique, ce neuropeptide est 

également très impliqué dans la régulation des cycles du sommeil et des rythmes circadiens en 

général. Les souris KO orexines ne présentent pas d’anomalies dans la régulation de la prise 

alimentaire mais sont cependant narcoleptiques.  

 

II.2. La « Melanin-Concentrating Hormone » ou MCH. 

 La MCH est à la fois un neurotransmetteur et une hormone. Elle est synthétisée au 

niveau de l’intestin, du pancréas, du tube digestif et du cerveau, via le clivage protéolytique 

d’une pro-hormone, la Pmch. Celle-ci code également pour les neuropeptides EI (NEI) et GE 

(NGE) qui pourraient également jouer un rôle dans le contrôle de l’homéostasie énergétique 

(Nahon JL et al. 1989). Dans l’hypothalamus, les neurones synthétisant la MCH sont localisés 

principalement au niveau du LHA (Bittencourt J et al. 1992). 

 Le jeûne augmente l’expression de la MCH dans l’hypothalamus. L’injection centrale 

de MCH augmente la prise alimentaire et l’infusion centrale de MCH conduit même à une 
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obésité légère (Qu D et al. 1996). L’injection centrale de leptine inhibe l’expression de la 

MCH dans le LHA (Sahu A 1998). Si la MCH semble insensible au taux de glucose circulant 

(Bayer L et al. 2000), l’injection centrale d’insuline semble curieusement augmenter 

l’expression de MCH dans le LHA (Bahjaoui-Bouhaddi M et al. 1994). 

 Les rats obèses Zucker (fa/fa), les souris ob/ob et db/db sont caractérisés par 

expression accrue de MCH au niveau de l’hypothalamus (Stricker-Krongrad A et al. 2001; 

Mondal MS et al. 2002).  

 Les souris modifiées génétiquement pour surexprimer la MCH au niveau du LHA 

présentent une hyperphagie associée à une forte obésité et un diabète de type II (Ludwig DS 

et al. 2001).  

 Contrairement aux souris KO pour le NPY, l’AgRP et les orexines, les souris Pmch 

KO présentent une diminution de la prise alimentaire, une masse grasse réduite et une 

augmentation du métabolisme basal (Shimada M et al. 1998). Ces résultats montrent 

l’importance du système MCH, qui ne semble pas présenter de redondance avec les autres 

circuits neuronaux orexigène. Ce système représente donc une cible thérapeutique de choix 

pour contrecarrer l’obésité. De plus les souris issues d’un croisement entre les souris ob/ob et 

les souris Pmch KO présentent une atténuation du phénotype obèse (Segal-Lieberman G et al. 

2003). Cependant ces souris doubles KO présentent une hyperphagie, du même ordre que les 

souris ob/ob ; l’atténuation de l’obésité observée est le résultat d’un métabolisme basal 

augmenté, caractérisé par une température corporelle élevée et une forte activité locomotrice. 

 L’injection centrale d’antagoniste du récepteur à la MCH, le MCHR-1 réduit la prise 

alimentaire et induit une perte de poids chez les rats DIOs (Borowsky B et al. 2002; 

Takekawa S et al. 2002). De manière surprenante, les souris MCHR-1 KO sont 

hyperphagiques mais conservent un poids normal, grâce à un métabolisme exagéré et une 

hyperactivité (Sleeman et al. 2004). 

 L’ensemble de ces résultats désigne la MCH comme un neuropeptide orexigène de 

grande importance, aussi bien dans la régulation de la prise alimentaire que dans la régulation 

de la dépense énergétique.   

 

II.3. La Galanine. 

 Ce neuropeptide est exprimé dans l’ensemble du cerveau et plus précisément au 

niveau des noyaux paraventriculaires (PVN) de l’hypothalamus (Merchenthaler I et al. 1993).  
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 Chez les rongeurs, un jeûne complet de 48h n’induit pas de modifications de 

l’expression de la Galanine. L’injection centrale de Galanine augmente la prise alimentaire 

mais plus faiblement que les principaux neuropeptides orexigènes et n’induit ni gain de poids 

ni obésité (Smith BK et al. 1994). L’injection centrale de leptine inhibe l’expression de la 

Galanine.  

 Les rats Zucker obèses (fa/fa) sont caractérisés par une surexpression de Galanine au 

niveau du PVN (Mercer J et al. 1996). Chez l’homme, des données contradictoires sont 

publiées chez les patients obèses, sans modification ou une légère augmentation de 

l’expression centrale de la Galanine. 

 Cependant, Les souris KO ou surexprimant la Galanine ne présentent pas de 

modifications de la prise alimentaire ou du métabolisme basal.  

 L’ensemble de ces résultats montre que la Galanine ne semble pas jouer un rôle 

important dans le contrôle de la balance énergétique. Néanmoins, la Galanine agit sur d’autres 

voies neuroendocriniennes comme l’axe GH, et l’axe HPT contrôlant la sécrétion des 

hormones thyroïdiennes, impliqués dans le contrôle des dépenses énergétiques (Wittmann G 

et al. 2004). 

 

II.4. Le « Galanine-like Peptide » (GALP) . 

 Le GALP est proche structurellement de la Galanine et possède même une forte 

affinité pour le récepteur de la Galanine GAL2R. GALP est exprimé dans des neurones 

spécifiques du noyau arqué et de l’éminence médiane qui ne semblent pas exprimer d’autres 

neuropeptides orexigènes. Ces neurones expriment ObRb (Takatsu Y et al. 2001). 

 L’injection centrale de GALP entraîne une augmentation de la prise alimentaire 10 

fois supérieure à celle induite par la Galanine (Matsumoto Y et al. 2002). Cependant, de façon 

surprenante pour un neuropeptide orexinogène, le jeûne induit chez le rat une baisse de 

l’expression de GALP, et cette diminution peut être contrecarrée par une injection de leptine 

(Jureus A et al. 2000).  

 Chez les souris ob/ob et les rats fa/fa, l’expression de GALP au niveau du noyau arqué 

est diminuée (Jureus A et al. 2001). Ces caractéristiques font de GALP un peptide 

orexinogène particulier, caractérisé par des actions opposées sur la balance énergétique. 
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III. Les neuropeptides anorexigènes de premier ordre.  

III.1. La « Pro-OpioMelanoCortin » (POMC) et les Mélanocortines. 

 La « Pro-OpioMelanoCortin » (POMC) est synthétisée principalement au niveau de 

l’hypophyse, du noyau arqué  de l’hypothalamus et du tractus solitaire. Cette pro-hormone est 

clivée par les « prohormones convertases » 1et 2 (PC 1 et 2), pour produire plusieurs peptides 

regroupés sous la famille des Mélacortines, comprenant entre autres l’ « α-Melanocyte-

Stimulating Hormone » (αMSH) et l’hormone adrénocorticotropine (ACTH). L’αMSH est 

considérée comme le membre de cette famille le plus important dans le contrôle de la balance 

énergétique au niveau central.  

 Le jeûne inhibe l’expression de POMC au niveau du noyau arqué, tandis que la prise 

alimentaire la stimule (Mizuno TM et al. 1998). L’injection centrale des mélanocortines 

αMSH et ACTH(1-24) induit une baisse de la prise alimentaire (Brown KS et al. 1998). 

 Les neurones POMC du noyau arqué expriment ObRb. L’injection de leptine induit 

une augmentation de l’expression de la POMC et active ces neurones en augmentant la 

fréquence des potentiels d’action (Schwartz MW et al. 1997; Cowley MA et al. 2001). 

L’insuline stimule également l’expression de la POMC (Tozawa F et al. 1988). 

 Les effets des mélanocortines sont médiés par une famille de récepteur (MCR) 

comprenant 5 membres. MC3-R et MC4-R sont fortement exprimés dans le cerveau. Ces 2 

récepteurs peuvent lier l’ensemble des mélanocortines et sont impliqués dans le contrôle de la 

balance énergétique au niveau central. MC4-R est considéré comme le MCR le plus important 

dans la régulation de la prise alimentaire par les mélanocortines. MC4-R possède une forte 

affinité pour l’αMSH. Les souris KO pour MC4-R présentent une sévère obésité et un 

métabolisme perturbé. Des mutations de ce récepteur sont également retrouvées dans des cas 

d’obésité humaine (Vaisse C et al. 1998). Les souris MC3R KO ne présentent pas de 

modifications de la prise alimentaire, ni un gain de poids, mais présente une masse adipeuse 

supérieure (en % de poids total) et une dépense énergétique réduite (Butler AA et al. 2000). 

 Comme nous l’avons vu le neuropeptide orexinogène AgRP est un antagoniste de ces 

récepteurs suggérant une inhibition réciproque entre les neurones orexinogènes et 

anorexinogènes de premier ordre. 
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III.2. Les « Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript » 

(CART). 

 Les CART sont un ensemble de peptides issus du clivage d’un précurseur commun 

(Thim L et al. 1999). Les CART sont principalement exprimés au niveau du noyau arqué, 

dans les mêmes neurones exprimant POMC. 

 Le jeûne induit une baisse de l’expression de CART dans le noyau arqué. L’injection 

de CART entraîne une baisse de la prise alimentaire et une perte de poids même chez l’obèse 

(Larsen PJ et al. 2000). Les neurones CART expriment ObRb et l’injection de leptine 

augmente l’expression de CART au niveau du noyau arqué (Kristensen P et al. 1998).  

 L’injection de CART induit également une augmentation des « UnCoupling Protein » 

(UCP) I, II et III dans le tissu adipeux et le muscle, suggérant un rôle important de CART 

dans le métabolisme énergétique (Wang CF et al. 2000). 

 La prise alimentaire des souris KO pour CART n’est pas modifiée, mais celles-ci 

présentent une augmentation de poids faible mais significative témoin d’une modification de 

la balance énergétique (Wierup N et al. 2005). 

 

IV. Les neuropeptides anorexigènes  de second ordre. 

IV.1. La « Corticotropin-Releasing Hormone » (CRH) et les 

Urocortines.  

 CRH est en réalité une famille de neuropeptides comprenant au moins 4 membres : la 

CRH elle-même et les Urocortines I, II et III  (UCNI, II, III). La CRH est un neuropeptide 

impliqué dans de nombreuses fonctions biologiques comme le stress, la fonction cardiaque, 

l’inflammation, la prise alimentaire.  

 Au niveau de l’hypothalamus, la CRH est localisée principalement au niveau du noyau 

paraventriculaire. Son injection centrale inhibe la prise alimentaire chez les rongeurs et induit 

également une modification de l’activité du système nerveux sympathique ainsi qu’une 

augmentation de l’activité locomotrice. 

 Selon l’ « état métabolique » la leptine semble avoir des effets opposés sur la CRH. 

L’injection centrale de cette hormone inhibe l’expression de ce neuropeptide et l’activité des 

neurones CRH dans les périodes de jeûne, et stimule au contraire son expression et l’activité 

des neurones CRH dans les périodes de satiété (Huang Q et al. 1998; Uehara Y et al. 1998). 
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 CRH est également exprimé dans l’hypophyse et participe fortement à l’axe 

hypothalamo-hypophysaire-adrenal (HPA) en stimulant la synthèse d’ACTH et donc de 

glucocorticoïdes au niveau de la glande adrénale. 

 Les souris KO pour CRH ne présentent pas de modification majeure de leur balance 

énergétique malgré une perturbation de l’axe HPA et une déficience en glucocorticoïdes 

(Muglia L et al. 1995). Cependant les souris KO pour MCHR-1 (ayant une affinité 

préférentielle pour la CRH) présentent une modification de la prise alimentaire (Muller MB et 

al. 2000).  

 L’UCNI est exprimé au niveau périphérique et central, principalement au niveau de 

l’aire hypothalamique latérale. Chez le rat, l’injection d’UCNI entraîne des effets plus 

important sur la régulation de la prise alimentaire que la CRH.  

 La leptine ne semble pas intervenir via UCNI pour médier ses effets anorexinogènes 

(Okamoto S et al. 2001). Cependant, le transport de UCNI à travers la barrière hémato-

encéphalique est stimulé par la leptine (Kastin AJ et al. 2000), et l’expression CRH2-R (ayant 

une forte affinité pour les Urocortines), est corrélé aux niveaux plasmatiques de leptine 

(Nishiyama et al. 1999). Les souris KO pour MCHR-2  sont hypersensitives au stress, 

s’alimentent normalement excepté suite à une période de jeûne prolongé ou elles diminuent 

leur prise alimentaire (Bale TL et al. 2000). 

 UCNII est exprimé dans de nombreuses structures du cerveau, dont les noyaux arqué 

et paraventriculaire. Elle inhibe également la prise alimentaire chez le rat (Reyes TM et al. 

2001). Les rôles de l’UCNIII sont encore mal définis. 

 

IV.2. La “Thyrotropin-Releasing Hormone” (TRH). 

 Le clivage de la préproTRH produit plusieurs peptides regroupés sous le terme TRH. 

La TRH est impliquée dans de nombreuses fonctions physiologiques dont le contrôle de la 

balance énergétique, la régulation de fonctions cognitives, la douleur... La TRH est fortement 

exprimé au niveau du noyau hypothalamique paraventriculaire (PVN), qui est le centre 

principal de l’action de la TRH sur la balance énergétique (Segerson TP et al. 1987). 

 Ce neuropeptide est également primordial dans le contrôle de l’axe hypothalamo-

hypophysaire-thyroïdien (HPT): la TRH, en stimulant la sécrétion de la « thyroïd-stimulating 

hormone » (TSH) au niveau hypophysaire, contrôle la sécrétion des hormones Thyroxine (T4) 

et Triiodothyroxine (T3) par la glande thyroïde. C’est via T4 et surtout T3 (l’hormone active) 

que la TRH induit une grande partie de ses effets physiologiques.  
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 En période de jeûne total, l’expression de la préproTRH dans le PVN et la sécrétion de 

TRH diminuent (Van Haasteren GA et al. 1995). L’injection centrale de TRH inhibe la 

prise alimentaire (Vijayan E et McCann SM 1977). En période de jeûne, l’injection central de 

leptine (mais pas d’insuline) chez le rat induit une augmentation de l’expression de 

préproTRH chez le rat (Fekete C et al. 2006).  

 Les neurones TRH du PVN sont innervés par les neurones orexigènes (NPY et AgRP) 

et anorexigènes (POMC et CART) du noyau arqué de l’hypothalamus (Toni R et al. 1990). 

Chez les rongeurs, l’αMSH stimule la synthèse de preproTRH (Kim MS et al. 2000) tandis 

que l’injection centrale de NPY réduit les taux plasmatiques de T3/T4 et l’expression de la 

préproTRH au niveau du PVN (Fekete C et al. 2001).   

 Plus que son action sur la prise alimentaire, le rôle de la TRH est de contrôler les 

dépenses énergétiques. Ainsi, la TRH et les hormones thyroïdes stimulent la thermogenèse, et 

l’activité locomotrice. Curieusement, chez les patients obèses, les taux circulants de T3/T4, 

TRH et TSH semblent comparables aux individus sains. Cependant, ces résultats varient selon 

les études menées. Ainsi des cas d’obésité ont été associés avec un taux de T3 supérieur à la 

normale, et d’autres avec une sensibilité de la TSH pour la TRH accrue (pour revue : 

Douyoun L, Endocrinology and Metabolism Clinics of North America. 31, 173-89). Dans 

tous les cas, les modifications de l’axe HPT ne semblent n’être qu’une réponse adaptative à 

l’état physiologique qu’est l’obésité, et ne semblent pas participer à l’étiologie de cette 

pathologie.  

 

IV.3. L’ocytocine. 

 L’ocytocine est exprimée par des neurones localisés dans le noyau hypothalamique 

PVN. L’ocytocine est également sécrétée en tant qu’hormone au niveau du lobe postérieur de 

la neurohypophyse. L’ocytocine est impliquée dans la régulation de la prise alimentaire, de la 

mobilité gastrique. Elle joue également un rôle important dans l’accouchement et la lactation 

(voir chapitre sur la neurohypophyse). L’injection centrale de ce neuropeptide induit une 

réduction de la prise alimentaire (Olson BR et al. 1991a). Les neurones à ocytocine expriment 

ObRb (Hakansson M-L et al. 1998), et une libération d’ocytocine en réponse à une 

administration cérébrale de leptine contribue à la limitation de la prise de nourriture chez le 

rat (Blevins JE et al. 2004). 

 L’ocytocine est également stimulée par la CRH (Bruhn TO et al. 1986). De plus les 

récepteurs de CRH (CRHR-1 et CRHR-2) sont exprimés dans les neurones à ocytocine du 
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PVN (Arima H et Aguilera G 2000). L’injection d’antagoniste de l’ocytocine bloque 

également l’effet anorexigène induit par la CRH (Olson BR et al. 1991b). L’ocytocine est 

donc le médiateur des effets de la CRH, au moins ceux concernant la prise alimentaire. 

 

 

IV.4. La neurotensine (NT). 

 La neurotensine est produite par le clivage protéique de son précurseur, la 

préproneurotensine. Ce neuropeptide est exprimé principalement au niveau des noyaux arqué, 

paraventriculaire, et dorsomédian de l’hypothalamus.  

 L’injection de neurotensine inhibe la prise alimentaire (Levine AS et al. 1983). Les 

neurones à neurotensine expriment le récepteur de la leptine (Hakansson M-L et al. 1998), et 

l’injection de cette hormone adipocytaire induit une augmentation de l’expression de 

préproneurotensine/neurotensine et le traitement avec des antagonistes de la neurotensine 

semble bloquer l’effet anorexigène de la leptine (Sahu A et al. 2001). De plus, l’expression de 

la préproneurotensine est réduite dans les modèles d’obésité génétiques (souris ob/ob et rats 

Zucker fa/fa) (Beck B et al. 1989; Williams G et al. 1991). 

 

IV.5. Les « Glucagon-like peptide » 1 et 2 (GLP1 et GLP2). 

 Les GLP1 et GLP2 possèdent une forte homologie avec le glucagon et sont produits à 

partir du proglucagon. Ces 2 peptides sont exprimés au niveau du tube digestif, de 

l’hypothalamus et du noyau du tractus solitaire au niveau central (Drucker DJ et Asa S 1988). 

 Chez les rongeurs, le jeûne induit une diminution de l’expression du proglucagon et 

des niveaux de GLP1 au niveau central, diminution qui peut être compensée par l’injection de 

leptine (Goldstone AP et al. 2000). Les taux circulants de GLP2 sont également réduits en 

période de jeûne (Brubaker PL et al. 1997). 

 L’injection de GLP1 et GLP2 réduit la prise alimentaire chez le rat (Turton MD et al. 

1996; Tang-Christensen M et al. 2000). Dans les deux cas, la période de réduction de la prise 

alimentaire est courte, et le poids total des rats sur 24h ne semble pas évoluer. De plus les 

souris GLP1 KO ne présentent pas de modifications de la prise alimentaire, et répondent de la 

même manière à la leptine que les souris sauvages (Scrocchi LA et al. 1997). GLP1 ne semble 

donc pas jouer un rôle prépondérant dans la régulation de la prise alimentaire. Cependant ces 

souris KO présentent une modification du métabolisme du glucose et une sensibilité à 

l’insuline qui semble accrue. 
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 L’injection de GLP1 induit un phénomène d’aversion qui pourrait en partie expliquer 

ses effets anorexigènes. En partie seulement, car les neurones à GLP1 innervent les noyaux 

arqué et paraventriculaire, où ils inhibent les effets de NPY sur la prise alimentaire (Furuse M 

et al. 1997).  
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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 [125I]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 
STAT3 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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Objective: 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. 
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Chicken ovalbumin upstream promoter transcription factors (COUP-TF)-II (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 
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Revealing the large-scale network organization of growth hormone-
secreting cells
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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, from a 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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