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AMPK : 5’-AMP-activated protein kinase
AP1 et AP2 : activating proteins 1 et 2

ARN : acide ribo-nucléique

ARNmM : ARN messager

ATP : adenosine triphosphate

BDNF : brain-derivated neurotrophic factor
BHE : barriere hémato-encéphalique

CART : cocaine and amphetamine related peptide
CCK : cholécystokinine

C/EBRy. : CCAAT/enhancer-binding protein
CIS : cytokine-induciblsequence

CPTL1 : carnitine-palmitoyl-transferase 1
CRE : AMPc response element

CREBP : CRE binding protein

CREMa : CRE modulator

CRH : corticotropine releasing hormone
CRHL1 et 2 : cytokine receptor homology 1 et 2
CRHR et CRHR : récepteur de CRH type 1 et type 2
CTP1 : carnitine palmitoyl-transferase 1
DAG : diacylglycerol

DMNX : noyau moteur dorsal du nerf vague (X)
ERK : extracellular-signal-regulated kinase
FNIII : Fibronectine Il

FSH : hormone folliculo-stimulante

GABA : acide gamma-aminobutyrique
GALP : galanine like peptide

G-CSF : granulocyte stimulating factor

GDP : guanosine diphosphate

GH : hormone de croissance

GHRH : GH releasing hormone

GHRH-R : récepteur du GHRH

Gi : G inhibiting

GLUT 4 : transporteur du glucose 4

GnRH : gonadotropine releasing hormone
GR : glucocorticoid receptor

GRE : glucocorticoid response element

Gs : G stimulating

GS3K : glycogéne synthetase kinase

GTP : guanosine triphosphate

HbH : hélice-boucle-hélice



HCI : acide chloridrique

HCG : gonadotrophine chorionique humaine

HIF-1a : hypoxia-inducible factord His : histidine
IGF-1 : insuline-like growth factor-1

IFNy : interferony

IL-1 : interleukine 1

IP3 . inositol diphosphate

IP, : inositol triphosphate

IRS1 et 2 : insulin receptor substrate 1 et 2
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MAPK : mitogen-activated protein kinase

MAPKK (MEK) : mitogen-activated protein kinase ks&e
MAPKKK (raf) : mitogen-activated protein kinase ke kinase
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PKB : protéine kinase B
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Asparagine N Asn Méthionine M Met
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Glutamine Q GIn Thréonine T Thr
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Isoleucine I lle Valine \ Val






INTRODUCTION

La leptine est une hormone polypeptidique polagd d6 acides aminés, découverte
en 1994 par Zhanet al (179). Elle est sécrétée principalement par l@goagites et joue un
réle fondamental dans la régulation de la prismatitaire et de la dépense énergétique, en
agissant directement au niveau de I'hypothalamusdest tissus périphériques. Depuis sa
découverte la leptine a fait I'objet de nombreusegles cherchant a éclaircir son réle exact
dans la régulation de la prise alimentaire et lgsmpathologie de I'obésité, principalement
chez 'homme mais aussi chez les carnivores doqesi L'obésité est le désordre
nutritionnel le plus courant en médecine vétérmavec une prévalence de 20 a 35 % chez le
chien et le chat. Elle slaccompagne de nombreukl@noes de santé et d’'une diminution de
I'espérance de vie, ce qui en fait un probleme oeddnajeur.

Les modéles murins de déficience en leptine (soaliob) et de déficience en son
récepteur (souris db/db) présentent une obésitéid®) si bien que la leptine a d’abord été
qualifiee d’hormone « anti-obésité », représentamtnouvel espoir thérapeutique pour la
correction de ce désordre métabolique. Malheureestna recherche a rapidement montré
que I'obésité commune n’est pas associée a unei@@fe en leptine mais a une résistance a
I'action centrale de cette hormone, elle-méme i@dpiar I'augmentation de la leptinémie
associée a l'augmentation du poids. La leptine igpaujourd’hui étre le garant de
I’équilibre entre les apports et les dépenses étiguges dans les conditions physiologiques,
protégeant ainsi I'organisme du jedne et de I'diBési

L'objectif de cette étude est de faire le point $8 connaissances actuellement
disponibles sur la leptine chez les carnivores diiopges, afin de mieux comprendre ses
implications dans le métabolisme de ces espécesql@ucune donnée n’est encore
disponible spécifiguement, les données établieg themme et les rongeurs de laboratoire
ont été exploitées, en admettant qu’elles soieahtxellement extrapolables chez le chien et
le chat. La premiére partie sera consacrée a Béstducturale de la protéine chez les
carnivores domestiques et aux comparaisons intrantetspécifiques ; la seconde partie
regroupera les données métaboliques disponiblegecoant la synthese, la sécrétion, la
régulation et I'élimination de I'hormone; enfin kaoisieme partie s’intéressera a I'étude
fonctionnelle, en décrivant tout d’abord les vaiessignalisation impliqguées dans les actions
de la leptine avant d’envisager ses différentssrde les applications médicales qui en

découlent.






PARTIE | : ETUDE STRUCTURALE

19




Exon 1 . Exon 2 Exon 3
29 ph :

i 10.6 kb [t} 2.3kb I:__

Figure 1 : Organisation schématique du gene  Obese (d'aprés 56,80)

C/EBP CRE GRE C /EBP
— c [GTCTGATCT} —————— [CTTGCCCAT
ATTACCAAA CGTCA GTCTGATCT CTTGCCCAT
-1357 -1324 -1219 -178
APZ

CTCGAGGCCCCGCGAGGTGCACACTGCGGGCCCAGGGCITAGCAGCCGCCCC
-135

GC box GC box
GGCACGTCGCTACCCTGAG|IGGGC E GCGGGAGCTGGCGCTAGAAATGCG

-98 -93
E box C/EBP TATA box-like
CCGGGGCCTGC GGGGCGCAAGITT GTGATCGGGCCGC[TATAAGAG
-52 -48 -24

GC box

i
vyVvVeYvw
GGGCGGGCAGGCATGGAGCCCCGTAGGAATCGCAGCGCCAACGGTTGCAA
+1
-17

Figure 2 : Organisation du promoteur du géne  Obese chez 'homme (d’aprés 65,80)

i : point d'initiation de la transcription ; C/EBP : CCAAT/enhancer -binding protein ; GC box : site de

fixation pour activatrices a doigt de zinc de type Spl ; GRE : Glucocorticoid response element ; CRE :
AMPc response element.
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|. Du gene a la protéine.

A. Localisation et organisation du gen®bésg« Ob »)

Le gene «bese pcodant pour la leptine, a été identifié poupdemiere fois en 1994
chez la souris, sur le chromosome 6 (179). Chemline, il est localisé sur le bras long du
chromosome 7 (7932) (55). Il n'a pas été localigécigément chez les carnivores

domestiques.

Son organisation a été étudiée chez 'homme eblaiss (65,80). Chez I’homme, il
compte environ 20 kilobases (kb) (Figure 1), et@shposé de 3 exons séparés par deux
introns. Le premier exon donne le début de la s&op®&’ non transcrite. Le deuxiéme exon
code pour la fin de la séquence 5’ non transcritte® 48 premiers acidas aminés. Le
troisieme exon donne le reste de la séquence @adadB ou 119 acidegs aminés) et
I'extrémité 3’ non transcrite. Le premier intron soee 10.6 kb et le deuxieme 2.3 kb. On
retrouve la méme organisation chez la souris, daulaille des introns differe (7.5 kb et 1.7

kb respectivement).

L'analyse informatique de la région 5’ flanquanie géne chez I'homme a permis
d’identifier de nombreux sites permettant la liaiste facteurs de transcription (Figure 2).
Entre -24 et -30 pb on reconnait une boite TATAses8aire a la constitution du complexe
d’initiation de la transcription. On trouve ensuiBe séquences consensus riches en GC
permettant la fixation de protéines activatricesoayt de zinc de type Spl (situées a -17, -93
et -98 pb). Le promoteur contient également un GREPc response element), un GRE
(glucocorticoid response element), site C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein), une
E-box et un site AP-2 (56,80). Une organisation parable du promoteur est également

décrite chez la souris (65).
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1

30
1

90
21

150
41

210
61

270
81

330
101

320
121

450
141

510
161

580

660

740

820

900

980
1060
1140
1220
1300
1380
1460
1540
1620
1700
1780
1860
1940
2020
2100
2180
2260
2340
2420
2500
2580
2660
2740
2820
2900

séquence 5' non traduite

ggcccgagacgtacatectgggaaggaaa
START peptide signal

atg [ctt tgt gga ccc ttg tge cga ttc ctg tgg ctt tag ccc tat ctg tce tat gtt gaa
Mat Leu Cys Gly Pro Leu Cys Arg Phe Leu Trp Leu Trp Pro Tyr Leu Ser Tyr Val Glu

gct gtg cca atc ¢cga aaa gte cag gat gac ace aaa acc cte atc aag acg att gtc acc

Ala Val Pro Ile Arg Lys Val Gln Asp Asp Thr Lys Thr Leu Ile Lys Thr Ile Val Thr
site d'épissalge alternatif

agyg atc aat gac att tca cac acg [cagltct gtc tcc teoc aaa cag aga gtc get ggt ctt

Arg Ile Asn Asp Ile Ser His Thr Gln Ser Val Ser Ser Lys Gln Arg Val Ala Gly Leu

gac ttce att cct ggg ctc cac cct gtec ctg agt ttg tcce aag atg gac cag aca ttg gece
Asp Phe Ile Pro Gly Leu His Pro Val Leu Ser Leu Ser Lys Met Asp Gln Thr Leu Ala

atc tac caa cag atc ctc acc ggt ctg cct tect aga aac gtg gtc caa ata tet aat gac
Ile Tyr Gln Gln Ile Leu Thr Gly Leu Pro Ser Arg Asn Val Val Gln Ile Ser Asn Asp

cta gag aac ctc cgg gac ctt ctc cac ctg ctg gct tcc tee aag aac tgt coc ttg cce
Leu Glu Asn leu Arg Asp Leu Leu His Leu Leu Ala Ser Ser Lys Asn Cys Pro Leu Pro

Ccgg gcc agg ggc ctg gag acc ctc gag age ctg ggoc ggt goec ctg gaa gec tca cte tac
Arg Ala Arg Gly Leu Glu Thr Leu Glu Ser Leu Gly Gly Ala Leu Glu Ala Ser Leu Tyr

tcc acg gag gtg gtg goe ctg age agg ctg cag gct tct cta cag gac atg ctt tgg cgg
Ser Thr Glu Val Val Ala leu Ser Arg Leu Gln Ala Ser Leu Gln Asp Met Leu Trp Arg
STOP

ctg gac ctc agc cct gug tge fga] gocctggaagacctctegteccaaagtegaggagagaacccatygge
Leu Asp Leu Ser Pro Gly Cys *** séquence 3' non traduite
tocecaggtgtcttragcagagagectgtgtgggtgtocct ttatccaggeeccaggeccat tagtectctcacacct ttgage
cactcttccaaaggcataagecttcaaggcacgaaaccaaagatagaatgeatgat tetgtgetcaccgguaagggagac
ccacccggcaatgaaccggacctgaggatctcacaaaagecttecttectgtgecaccteecectetcaccgecatgetteca
gegtgacctggggtgatt tcaggaggcaccegetgagectt tggaccatcaagegaggt tetgtectgagaat tetgagaa
caccatgacggttacatccacatagectgcaaactcccaagcaacacattatttattctgegttttatecctggatggatec
gaagcaaaacagcagctttteccaggetctttggggccagecagggctagggatgetgettccageeccgetggtgggcct
gactaaggcaaacccatttcotatgtgact tgagggetctcaagttagttetttggtaactggttttgtttctacegtgac
tgatgtgaaattacagtgtttgcaatggcattgecectgagecagatctccaaggaccaggt tetteccaaaaagaagatgaa
ttttgtcaagtgtgatatatagatgtgtgeacctogaggtgggggaacgtgt tagtgggaaggggaaggatcagaatgta
tttrctgaattacatttgtgtgatgggetcttocgortggugtggagtcat tttctcatctctgcagecact tagtgtggt
tttetggaaaataacaaaggagatgactoectttgggaggaggaggt tgtggugttt tggcagecacctatggagggaggc
tggggactgtctattgggacagttgtgagctctggecttcteccaat tgcgagagagaggtetttettatcagggagtgag
gatccectcactggagaccatgatceccagagcaggggtecttggaatggeeccttggaatggt. ctggggatgat cccacac
tggatttattacatggcagtaccectacttgggatttgcatgeccaaattgtggticicatcagactggeccacccaaage
atgaccatgtttectacecatttgaotgtggatttttattccagtgggaaggtctgtgggctttggeggagtggtcccaaaa
cttagggccagcaatgctgagtgccaggact cccgggecgggctgecaggegegectttececactagaggtcatggttggt
gggatgaatgaacaaggaggcttgggttttecacegtectgecactgttatgaggccat cacgtgacegggggtggetet
gtccaaggaaattcgaatcaaagctatcaacgttcagactgagcacctact tegegectcagocctgattggtgetatgay
ctagagaagctcaccaagtaaacgt taaaatccagtcttgecctcagggacct tgcat tcccgatggtaaaaactttaca
cagcagcgctaaggctggect ttcaccatggtaaccaagetgctaaaagagegagctectgagcaggtgggasatgetgg
gceggagggtggcagtcctcaggggeccactggetaaccctgct tgcact tggtagecatttttgettttecagggeccggea
gcattaattaccgtgtagecacatccctttgaagecagettggctgacaatttaaaaatgagaacatgectgagaccataa
cagctgataggtagctgggeccaagactagagctcaggtcectetggetecccagagtgtccccgeagccaggtegtgetec
ceggaggtacaaataggcactgggraagggagaccaggagtgat tgetgggagegaggagetgoaggcaact t tgcagga
ggtgagggatgtgaattgcctggagygtggaggctgttttgtiggegetgagacaccagggtgaaggcaagtgcagecay
rtacaaagaaaggcagacaaaggacagacgagagygadagdgacacatggaagagygcet tctgoggcaaagaagtttgat
atcgaaagggttaagagt tgaaagttccagageagagegat tcatgagatggacagagtaaggcccegt tetggagaatac
gacctagataatcactaccacccagtcaggetgggatcttttaagectttcat tcaccaaaaccgggcactgtggettat
tctcagagtgtaaaagttctaaaatgtaaatgattgtcttttttttgtaacttcaaaaaatttttttggttgttaasaaaa
aaaaaaaaaatccaaataasttaactttgeccecty

Figure 3 : Séquence nucléotidique de 'ADNc du géne Obese e t polypeptidique de la leptine
chez le chien (d'aprés 82)
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-31

21

41

61

81

101

121

141

161

181

201

221

241

261
281

900
920
940
960

séquence 5' non traduite

GAGGCCCAACAAGCACAGCCGGGGAAGGAAA
START peptide signal
[;ﬂﬂCGTTGTGGACCTCTGTGCCGATTCCTGTGGCTTTGGCCCTATCTGTCCTGTGTTGAA
MetArgCysGlyProLeuCysArgPheLeuTrpLeuTrpProTyrLeuSerCysValGlu
GCTGTGCCAATCCGAAAAGTCCAGGATGACACCAAAACLCCTCATCAAGACGATTGTCGCC
AlaValProIleArgLysValGlnAspAspThrLysThrLeuIleLySThrHeValAla
AGGATCAATCACATTTCACAZACGCAGTCTGTCTCCTCC AAACAGAGGGTCGCTGGTCYG
ArgiieAsnAsplleSerHisThrGinSer ValSerSerLysGlnArg ValAlaGlyLeu
GACTTCATTCCTGGGCTCCAACCAGTCCTGAGTTTGTCCAGGATGGACCAGACGTTGGCC
AspPhelleProGlyLeuGinProValLeuSerLeuSerArgMetAspGInThrLeuAla
ATCTACCAACAGATCCTCAACAGTCTGCATTCCAGAAATGTGGTCCAAATATCTAATGAC
lIeThyGlnGlnHeLeuAsnSerLeuHisSerArgAanalValGlnHeSerAsnAsp
CTGGAGAACCTCCGGGACCTTCTCCACCTGCTGGCCTCCTCCAAGAGCTGCCCCTTGCCC
LeuGluAsnLeuArgAspLeuLeuHisLeuLeuAlaSerSerLysSerCysProLeuPro
CGGGCCAGGGGCCTGGAGACCTTTGAGAGCCTGGGCGGCGTCCTGGAAGCCTCACTCTAC
ArgAlaArgGlyLeuGluThrPheGluSerLeuGIyGlyValLeuGluAlaSerLeuThy
TCCACAGAGGTGGTGGCTCTGAACAGACTGCAGGCGGCCCTCCAGGACATGCTTCGGCGG
SerThrGluValValAlaLeuAé&ﬁrgLeuGInAlaAlaLeuGlnAspMetLeuArgArg
CTGGACCTCAGCCCTGGGTGCTGAGACCTCGAAGGCTTCTCTTCCCCAAGTCGAGGAGAG
LeuAspLeuSerProGlyCys *

séquence 3' non traduite

AACCTGGGCTCCCAGGTGTCTCCAGGAAAGAGACCGTATGGGTGTCCTTTATCCTGGCCC
CTAGCCGTTTCTCTCTCACACCACAGAGCCACTCTTCCAAAGGCATAAGCCTCCACGGCA
CAAAACCAAAGATAAGAATGCAGGATTCCATGCTCACCGGGAAGGGGGACCCACCTGGCA
AACAGTGACCTGCATCTGGGGTTCTCACAAAAGGCTTCCTTCCTGTGCCACCTCCCCCCT
CACTGCATGCTTCAGCGTGACCTGGGGTGATGTCAGGAGGCACCCGCTGAGCCTTTGGAC
CATCAAGCAAGGTTCTGTCTGAAAATTCTGGGAGCACCATGAAAGCTACATCCACATA//

GAGTATGACCTAGATAATCATTACCACCCAGCCAGGCTGGGATCTTTTAAGCCTTTCACT
TACCCAAACCTGGCACCATGGCTCATTCTCAGAGTGTGAAAGTTCTAAAATGTAAATGAA
TGTCTTTTTTTGTAACTTAAAAAATTTTTTTTCTTGTTAAAAAAAAAAAAGTCAAATAAA
TTAACTTTGCCCCC

Figure 4 : Séquence nucléotidique de 'ADNc du géne  Obese et polypeptidique de la leptine
chez le chat (d’aprés 141)
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Helice A Boucle AB Helice B Boucle BC

NH2 —
2 % 51 67
Hélice C Héli 3l
Je élice E Hélice D
f Boucle CD “OO0H
71 el 106 115 120 143
c96 S8 C146

Figure 5 : Structure secondaire schématique de la leptine ( d’aprées 180)

Région Fléxible

Helice A

Core Rigide
Hydrophobe

Coiffe
Hydrophobe

Figure 6 : Structure tertiaire schématique de la leptine (d  'aprés 54)
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B. Séguence nucléotidique et polypeptidique chez leieh et le chat

Le gene a été sequenceé chez le chien en 2000t(8Bee le chat en 2001 (141). Les
séquences sont enregistrées dans la GenBank-DDBI-Ffdspectivement sous les numéros
AB020986 et AB041360.

Chez ces deux especes 'ADNc (ADN complémentadetifié compte environ 3000
paires de bases (2936 chez le chat et 2925 chdrdr) organisées de la maniére suivante
(Figures 3 et 4). :

- une extrémité 5’ non traduite de 31 paires de belsez le chien et 29 paires de bases

chez le chat.

- une région codante de 501 paires de bases

- une extrémité 3’ non traduite de 2393 paires dedabez le chien et 2406 chez le

chat.

Cette séquence correspond a un peptide, la pnodgptie 167 acidea aminés. Il se
compose d'un peptide signal de 21 acidemminés éliminé ultérieurement dans les citernes
du réticulum suivi des 146 acidesaminés de la leptine qui subira comme seule nuadi€in

post traductionnelle la formation des ponts dissek.

Il a été identifié un site d’épissage alternatifdlisé au codon n°49 (CAG). Il en résulte
un peptide de 166 acidesaminés, la glutamine 49 étant absente. Cetteidiélée semble
pas affecter I'activité biologique de la leptineb&tn qu’elle ne soit pas rare on ignore si ce

phénomene d’épissage alternatif est spécifique tissa donneé.

C. Structure de la protéine mature

1. Structure secondaire

Les 146 acides. aminés de la leptine mature sont agencés de lé&masuivante :
quatre hélices (A, B, C et D) reliées par 3 boucles (AB, BC &)Cla boucle CD contenant
une petite hélice E (180) (Figure 5).
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Figure 7 : Localisation des sites impliqués dans la liaison de la leptine a son récepteur (d'apres
115,119)

A : Représentation de la leptine en 3D et localisation du domaine de liaison au récepteur (site Il) Les
surfaces hydrophiles apparaissent en bleu et les surfaces hydrophobes apparaissent en vert. Les
acides aminés impliqués dans la liaison au récepteur sont localisés par les fleches. B : Localisation du

site Il : acides aminés 39 a 42.
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2. Structure tertiaire

La leptine est une protéine monomeérique, allongae,dimensions approximatives de
20 A x 25 A x 45 A. (Figure 6) (180).

Les quatre hélices sont disposées de maniere andtiigde et forment un cylindre
hydrophobe rigide. Les séquences amino-peptidifuesment conservées se font face les
unes aux autres au cceur de cette région ce qujuedion importance dans le maintien de
I'intégrité structurale de la leptine (Figure 6).

Les deux cystéines Cys 96 et Cys 146 forment un @issulfure reliant I'extrémité
terminale de la protéine au début de la boucle Eigufes 5 et 6).

La premiéere partie de la longue boucle AB (de Thra2Gly 38) est une région tres
flexible. Les résidus Leu 106 a Gly 115 formenp#ite hélice E de deux tours, située au
milieu de la boucle CD qui forme une coiffe hydropk pour les résidus lipophiles des

hélices B et D.

La structure de la leptine est assimilable a cdis protéines de la famille des
cytokines a hélices, notamment de la GH (Growthniktore), du LIF (Leukemia Inhibiting
Factor) et du G-CSF (Granulocyte Colony Stimulatifgctor), bien qu’il y ait peu de
similitudes entre leurs séquences (180). Cetteogieak’étend a la structure de leur récepteur

spécifique ce qui suggere un méme mode d’intenadiiand-récepteur (cinfra).

3. Domaines de liaison au récepteur.

Le systéme de liaison de la leptine a son récepbeuntre une étroite homologie avec
celui des cytokines a hélices, notamment lintediee 6 et G-CSF (118). Ces cytokines
interagissent avec leur récepteur par l'interméeide 3 sites différents, appelés sites |, Il et
I, le site Il étant essentiel a la liaison auagieur alors que les deux autres participent aux

phénomenes de transduction.

Le site Il (Figure 7.A) fait intervenir les hélicéset C, et met en jeu des interactions
hydrophobes entre la Leu 13 (hélice A), la Leul88i¢e C) et la Leu 504 du récepteur (119).
Une mutation de ces acidesaminés abolit totalement la capacité de liaisonighnd a son

récepteur.
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Le site | est situé a I'extrémité C terminale d&lice D. Une mutation de ce site n’affecte pas
la capacité de liaison de la leptine a son récemtn’affecte que faiblement la transduction
du signal. Le site lll est représenté par un domdigdrophobe situé dans la boucle de
connexion AB (acides. aminés 39-42 ; Figure 7.B). Une mutation de cedea® aminés

supprime la transduction du signal sans affectelialaon. Ces mutants de la leptine se

comportent donc comme des antagonistes (115).

ll. Comparaisons intra-spécifiques et inter-spécifiques

A. Comparaison intra-spécifique : au sein de la fami# des canidés

Le polymorphisme du gene a été étudié au sein ¢mrdle des canidés, notamment
en comparant les profils de migration des exons 2 @u chien Canis familiarig, du chien
viverin  (Nyctereutes procyonoides pracyides), du renardvV(lpes vulpeset du renard
polaire @lopex lagopuk (33). Les quatre espéces présentent 98% d’honeoldans leur

séquence nucléotidique et 97% dans leur séquenice-qaptidique.

Aucune différence n’a éte trouvée entre les exode2quatre especes. L’exon 2 code
pour les 48 premiers acides aminés de la protéatare ce qui inclue I'hélice A et la boucle
AB, deux sites nécessaires respectivement a kohiaau récepteur et a la transduction du
signal.

Une variabilité relative a été identifiee sur I'ex8. Le séquencage de cet exon a revéle
I'existence de 4 substitutions dans la séquencanteddont 3 entrainent une substitution
effective d’'un acider aminé. Les deux premieres substitutions ont lespectivement dans

les codons 74, chez le renard et le renard poleir87, chez le chien viverin, le renard et le
renard polaire, ce qui correspond a I’hélice Balprbtéine mature (acideaminé 53 et acide

a aminé 66). Néanmoins les acidesaminés substitués présentent les mémes propriétés
chimiques que les acides aminés originaux, la streae I'hélice n’est donc pas affectée. La
troisiéme substitution se situe au codon 121, ¢haeenard uniquement, et se traduit par le
remplacement d’'une arginine par une proline cheztard. Bien que ces acidesaminés

aient des propriétés chimiques différentes, cetbstgution qui a lieu dans la boucle CD de la
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protéine mature (acide aminé 100) ne joue pas de rbéle majeur dans le timairde
I'organisation structurale et fonctionnelle de tatgine.

Malgré I'apparition de quelques mutations I'intégrstructurale et fonctionnelle de la
leptine est fortement conservée au sein de ldlades canidés, ce qui suggere I'importance

métabolique de cette protéine.

Cette étude a aussi eu pour objectif de recheramé&ventuel polymorphisme dans la
séquence geénique canine (comparaison des séquatees8 chiens), mais aucun
polymorphisme n’'a pas été mis en évidence. Cepéndeaseet al (82) décrit I'existence
d’'une mutation de A vers G au codon 148 qui abautd substitution d’'une asparagine par

une seérine, ces deux acides aminés ayant desgtggpahimiques équivalentes.

B. Comparaison inter-spécifique

La comparaison des séquences nucléotidiques etogmeptidiques des leptines
canine et féline avec les leptines des autres espst illustrée par le tableau | et montre que
les séquences nucléotidique et polypeptidique $o¥g bien conservées au cours de
I'évolution, le pourcentage d’homologie le plusbiai étant obtenu entre les séquences

peptidiques de la leptine canine et celles desaorsy(rat, souris).

Une étude plus fine des séquences polypeptidiqeesgt d’identifier 5 régions
particulierement conservées. Ces 5 régions sontigiees chez toutes les especes étudiées a
ce jour (Figure 8) (180), et se localisent dangyakahélice (une région conservée par hélice)
et dans la boucle AB.

Les 4 séquences fortement conservées des hélideatdace les unes aux autres au
cceur de la protéine et forment un core cylindripyérophobe paralléle a I'axe du faisceau
d’hélices. Les interactions entre les résidus deqeatre régions semblent étre nécessaires au
maintien de l'intégrité structurale de la protéagequi explique leur conservation au cours de
I'évolution. On observe aussi que les résidus L8uefl Leu 86 impliqgués dans la liaison
spécifique de la leptine a son récepteur sont sitlens ces régions. La derniére région
conservée est située dans la boucle AB et corréspansite Il d’'interaction avec le

récepteur.
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Chien Chat | Homme | Souris Rat Porc Bovin
Chien
Séquence 100 93.5 88 84 83 92 89
nucléotidique
Séquence
Solypeptidique | 100 91.8 82 79 79 88 88
Chat
Sequence 93.5 100 88.1 82.7 83.3 91.1 89.3
nucléotidique
Séquence
polypeptidique 91.8 100 86.3 81.5 82.2 90.1 89.7
Tableau | : Pourcentage d’homologie des séquences nucléotidi ques et polypeptidiques des

leptines canines et félines avec les autres espéces (d’aprés 82,141).

A Boucle AB B
i H .~ R

Leu 13

Boucle BC

Site II1

fiomme VP IOKVODBTETL LK TLIVIRINDI SHTGSVSSKQEVTRELDF [[PGYAPILTLSKMDOQTLAVYQQILTSMP
Chien VPIREVQDDTHKILIXKT[LVARINDISHTQRSVSSKQRVARLDFIPCGURPVLSLSAMDOTLAIYQQILNSLH
Chat VPIREVODID TKTLIKTIVTRINDISHTQSVSSKQRVARLDFIPCUHPVLSLSKMDOTLAIYOQILTGLE
Pore VPIWRVQDPTRILIKT[IVIRISDISHMQSVSSKQRVIGLDFIPGUHPVLSLSKMDQTLATIYQQILTSLP
Rau VPIHKVQDDTKELIKT[IVIRINDISHTQSVEARQRVTGLDFIPGLUHPILSLSKMDQTLANVYQQILTSLP
Seurls  YPIQRKVQDDTHKPLIKTIVIRINDISHTQSVSAKQRVTBLDFIPGUAPILSLSKMDQTLAVYQQVLTSELP
1 ' 10 20 30 10 50 60
- Boucle CD E D Coo:
= Y - — e~ SR ————— o S ——
Leugh Cys 96 %k
llomme SRNVIOISNDLENLRDZZRVLAFSKSCHLDWASGLE LDSLCGVLERGGWSTEVJALSRLdGSLQDVLNQuDLSDGL
Chien SRNVFQISHDLENLEDLLHLLASSKS[C/PLPRARGLETFES|LGGVLEASLYSTEVVALSRLYAALQDMLRRLDLEPGC
Chat SENVVQISNIDLENLRD LLASSKNCPLPRARGLETLESLGGALEASLYSTEVVALSRLUASLODMLWRLDLSPGC
Porc SRNVIQISNDLENLRDLLHLLASSKSICPLPQARALETLE S|LIGGVLEASLYSTEVVALSRLQGALQDMLROQLDLSPEC
Rat SONVLOTAHDLENLRDLLHLLAFSKSCISLPQTRGLIQKPES|LDGVLEASLY STEVVALSRLYGSLYDILQQLPLSPEC
Souris SONVLQIANDLENLRDLL LLAUSKSCSLPQ SbLQKPESLDGVLEAaL&q "EVVALSRLGSLQDILQCOLDVSPEC

Figure 8 : Comparaison interspécifique de la ségquence amino

70 g0

(daprés 180)
Les séquences des leptines de 'homme, du chien, du chat, du porc, du rat et de la souris sont comparées. Les
cing régions fortement conservées entre les especes et impliquées dans l'intégrité structurale et fonctionnelle de
la protéine sont encadrées. Les variations spécifiques dans les séquences sont représentées sur fond grisé. Les
acides a aminés importants sont représentés : Leu 13 et Leu 86 (site Il), site 1ll, Cys 96 et Cys 146. Les acides a
aminés essentiels a la formation de la coiffe hydrophobe sont représentés par des *.
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Les deux cystéines Cys 96 et Cys 146 sont égalepr&@sentes chez toutes les
especes. Cependant il a été démontré que le psatlflire n'est pas nécessaire a la

conservation de la structure ou a I'activité biodpg de la protéine (75).

La région allant de l'acide. aminé 97 a l'acidex aminé 106 est la moins bien
conservée. Cette région représente la boucle Cle début de I'hélice E. Néanmoins les
quatre résidus hydrophobes (Leu 104, Leu 110, & ét Leu 114) impliqgués dans la
constitution de la coiffe hydrophobe, importanteiple maintien de la structure de la leptine,
sont constants dans toutes les espéces. Il fantmadas noter que chez le chat la valine 113
est remplacée par une alanine, qui fait égalemartiepdu groupe des acidesaminés

hydrophobes apolaires.

Le polymorphisme qui existe entre les différentgseees n’affecte ni la structure de
la protéine, ni ses capacités de liaison a sorptégg ni sa capacité a induire la transduction
d’un signal. Cependant malgré cette identité darstrlicture on constate de fortes différences
d'immunogeénicité entre les especes. Par exempke,al@icorps anti-leptine canine ne

présentent qu’'une faible affinité pour les leptihasnaines et murines (81).

En observant les séquences de la leptine telldlgsi'sont figurées sur la figure 7 on
se rend compte que la plupart des acidemminés sont conservés entre les espéces. Les
variations dans la séquence sont dans la majoas cds spécifiques d'une espéce. Par
exemple, chez le chien il y a substitution de Slegiaminés par ailleurs conservés dans la
séquence des autres especes : Arg 32, GIn 46, Zrgdn 66, His 69. De méme chez la
souris et le rat les acidesaminés 32, 77, 105, 136 et 145 sont substitués gloil sont
parfaitement conservés entre les autres especdéte Gmstatation pourrait expliquer les
fortes différences d'immunogénicité existant ertes espéces malgré la forte homologie
structurale des leptines.

3k



1. Formation des complexes immuns Ac-Leptine
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Figure 9 : Principe du dosage RIA de la leptine avec le kit ~ Multi-species de Linco Research

(d'aprés 69,99)
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lll.  Méthodes de dosage

L’existence de fortes différences d'immunogénicastre les différentes especes
d’'importance médicale, ne permettent pas d’extepels méthodes de dosages développées
chez 'lhomme et la souris chez les autres espémambkes, notamment le chien et le chat. Des
essais avec des anticorps polyclonaux dirigés eamtrpeptide de 15 acidesaminés dérivé
de la séquence de la boucle AB (séquence consehezetoutes les especes) ont été réalise

mais n’ont pas encore eu d'applications (131).

A. Dosage par RIA : « Multi-Species RIA Kit ».

Le kit de dosage de la leptine par radioimmunologi€té développé par Linco
research en 2000. Plusieurs kits sont sur le marehénman leptin RIA Kit, Mouse Leptin
RIA Kit, Primate Leptin RIA Kit et Rat Leptin RIA K indiqués respectivement pour les
dosages chez 'lhomme, la souris, les primatess eatl Multi-species RIA Kit eshdiqué,
selon le fabricant, pour les dosages chez le perbpvin, le mouton, le cheval et le chat.
Cette méthode est basée sur l'utilisation d’anfisode cobaye dirigés contre la leptine
humaine et présentant une bonne affinité pourlesies des autres especes (99).

Une concentration connue d’'antigéne marqué&antigéne traceur, leptine humaine
marquée a l'iode 125) est incubée avec une diluteomue d’antisérum de maniere a ce que
les sites de liaison a I'anticorps soient limitaisrsqu’on ajoute de la leptine non marquée
(froide) il y a compétition avec le traceur sus $gtes de liaison des anticorps. Par conséquent
la quantité de leptine marquée liée aux anticogpglécroitre en fonction de la concentration
de leptine apportée par I'échantillon. La leptinéelest séparée de la leptine libre par
centrifugation apres ajout d’anticorps de chévrg G de cobaye (agent précipitant). La
concentration de leptine de I'échantillon est déirée par référence a une courbe de
calibration établie en parallele. Cette méthodengbrizois jours au total et n’est utilisable,
selon le fabriquant, que dans le cadre de la rebkgFigure 9).

La sensibilité, définie comme la plus petite valdécelable, est de 1 ng/ml. La limite
supérieure de quantification est de 50 ug/l. Pag dhaleurs de leptinémie supérieures le
fabriquant conseille de faire une dilution. La rbdité est évaluée a 3.2 % (n = 20) et la

reproductibilité & 7.8 % (n = 4). La spécificité &mction de I'espece. Elle est de 100 % pour
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Figure 10 : Principe du dosage de la leptine par ELISAdetyp e Sandwich (d’aprés 81,147)
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la mesure de la leptinémie chez 'homme. Elle ded@ 67 % chez le porc et 73 % chez la
souris. La valeur chez le chat n’est pas fournrdg&abriquant.

Cette méthode a été validée chez le chat en 200043eptinémie a été mesurée chez
19 chats. Les valeurs trouvées se répartissai@rst aia intervalle allant de 1.6 a 4.9 ug/l, ce
qui est comparable aux valeurs trouvées chez lessaaspéces animales avec ce kit. La
répétabilité est évaluée a 12.3 % pour les faibédsurs de leptinémie et a 3.9 % pour les
valeurs moyennes. La reproductibilité est évaluéé.d % pour les valeurs faibles et a 6.3 %

pour les valeurs moyennes.

Cette méthode n’a pas été validée chez le chieaprBs le fabricant sa spécificité
n'est que de 3% quand elle est utilisée dans adpgce. Néanmoins un intervalle de
référence a été établit avec ce kit en 2002 (&8).moyenne obtenue: 3.2 ug/l était
comparable aux valeurs établies dans les autrescespmalgré le faible taux de réaction

croisée existant entre les anticorps anti-leptumadine et la leptine canine.

B. ELISA

La méthode de dosage par ELISA de la leptinémit aléveloppée en 2000 chez le
chien (81). C’est une méthode de dosage par immeatra@nclassique (Figure 10). Dans un
premier temps, les anticorps polyclonaux de lapiti-laptine canine en exces sont adsorbés
sur les parois des puits et les sites éventuellemacants sont saturés par de I'albumine
bovine (1%). Apreés ajout de sérum pur (50 pl), neslécules de leptine éventuellement
présentes sont complexées par les anticorps spéesfiprésents sur les parois des puits. Les
complexes immuns sont ensuite révélés par ajouttid@ps monoclonaux de lapin, dirigés
spécifiguement contre un autre épitope de la leptimrqués par la peroxydase de raifort en
exces. Apres lavage et incubation pendant 5 minaxes le substrat de I'enzyme (DAKO
TMB One-Step Substrate system) puis blocage dédetion avec HCI (1N), la quantité de
chromogene formée est proportionnelle a la quadttéeptine prise en sandwich entre les
deux monoclonaux et est déterminée par lectur&atedrbance a 450 et 630 nm.

Cette méthode utilise des anticorps anti-leptiaeiree de lapin produits en utilisant

une leptine canine recombinante produite cBeZoli. Ces anticorps présentent une forte
affinité pour la leptine canine. Comme prévu, déples données précédemment établies, ils
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réagissent aussi avec les leptines humaines ehesumais avec une tres faible affinité. La
méthode est donc spécifique et utilisable seulertiee le chien. Elle permet de mesurer des
leptinémies comprises entre 0.5 pg/l et 32 pg/ledpétabilité est évaluée a 3.6 % £ 0.5 % (n
= 12) et la reproductibilité & 3.9 % + 2.5 % (n ¥ B n'y a pas de données concernant la

sensibilité et 'exactitude de la méthode.

La méme méthode a été développée en 2003 chezate(th7). Elle utilise des
anticorps de lapin produits en utilisant une leptiecombinante de chat comme antigéne.
Comme chez le chien I'affinité de ces anticorpssegiérieure pour la leptine féline que pour
les leptines humaine et murine (réactivité croisgpectivement 30.7 % et 66.6 %). Cette
méthode permet de mesurer des leptinémies allaft2da 12.8 pg/l. La répétabilité est
évaluée a3.9% + 1.4 % (n = 12) et la reprodudéba 3.3 £ 0.9 % (n = 12). Il n’y a pas de

donnée concernant la sensibilité et I'exactitudéadaéthode.

C. Valeurs usuelles de la leptinémie chez le chat et¢hien.

L’apparition de ces méthodes spécifiques de dosagermis d’établir les valeurs

usuelles de la leptinémie chez le chien et le chat.

Chez le chien en bonne santé, de poids normalalesirs mesurées s’étalent entre 1.4
et 5.6 pg/l, ce qui est comparable aux valeurs rdeswchez la souris (81).

Chez le chat les valeurs mesurées par ELISA suédmantillon de chats en bonne
santé dont le poids variait de 1.9 a 6.8 kg vond.@ea 29.7 ug/l et montrent une corrélation
positive avec le poids (chfra). La moyenne obtenue est 4.5 pg/l (147) ce qu@siparable
aux intervalles établis par RIA : 0.92 — 11.9 eyec une moyenne de 6.41 ug/l (3) et 1.6 —
4.9 ug/l avec une moyenne de 2.9 pg/l (5).

Les méthodes développées actuellement permettdosbne de la leptine plasmatique
chez les carnivores domestiques. Néanmoins, cegedosa peut étre effectué qu’en
laboratoire spécialisé, nécessite des réactifsifgpées et prend trois jours, quelque soit la
méthode utilisée. Pour le moment ce dosage n'astrereffectué que dans le cadre de la
recherche et n'a pas d’application médicale queride.
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La leptine est une protéine monomérique de 146 a@da aminés codée par le gene
Obese(Ob). Elle se compose de 4 hélicas (A, B, C et D) antiparalléles, formant un
cylindre hydrophobe rigide, reliées par trois bouoks (AB, BC et CD) flexibles, la boucle
CD contenant une petite hélice E. Elle comporte tis sites d’interaction avec son
récepteur (I, 1l et Ill), le site Il étant essentid a la liaison alors que les deux autres
participent aux phénomeénes de transduction. De parsa structure et son systéme
d’interaction avec le récepteur, la leptine est umembre de la famille des cytokines a
hélices, bien qu’elle partage peu de similitudes @da sa séquence primaire avec les autres
protéines de cette famille.

Les séquences nucléotidique et peptidique de la tepe sont tres bien conservées au
cours de I'évolution si bien que 'organisation stucturale de cette protéine est identique
chez toutes les espéces. Par contre 'immunogénécie la leptine est spécifique d’espece
ce qui implique la mise au point de méthodes de dage homologues. Ces méthodes de
dosage sont au point depuis 2000 chez le chien 803 chez le chat mais leur utilisation
est encore réduite a la recherche scientifigue et’an pas d’application médicale

quotidienne.
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PARTIE Il : ETUDE METABOLIQUE
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Figure 11 : Représentation schématique d’un agrégat de cellu  les adipeuses (d’apres 59)

Quatre adipocytes sont disposés autour d'un capillaire sanguin pourvu d’un pépricyte (P). On
distingue un préadipocyte (P1), qui ne contient pas de vacuole lipidique. Les noyaux des cellules sont
représentés en violet, les vacuoles lipidiques en jaune. MP : membrane plasmique ; B : basale ; M :
mitochondrie ; RER : reticulum endoplasmique rugueux.

Coupe de mugueuse
fundique de rat

Coupe de biopsie fundique humaine

Figure 12 : Localisation de la leptine dans I'estomac chez|  'homme et le rat (d'apres 23)

A. Réaction immunohistochimique dans la muqueuse fundique de rat avec un anticorps polyclonal
anti-leptine  de souris, la localisation correspond aux cellules principales. B. Réaction
immunohistochimique dans la muqueuse fundique humaine (faible grossissement) avec un anticorps
polyclonal anti-leptine humaine. C. Idem a fort grossissement
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La leptine est une hormone peptidique de la fardiéle cytokines a hélice. Méme si sa
découverte date aujourd’hui de plus de 10 ans,nsétabolisme n’'a été que partiellement
étudié. Cette partie présente une synthése desissances actuelles chez 'homme et les
rongeurs de laboratoire, éventuellement extrapetablx carnivores domestiques vu la forte

conservation de la fonction de cette protéine audes espéeces.

|. Biosynthese et secrétion : localisation et modes décrétion

A. Origine

L’ARNm de la leptine est exprimé principalement sldous les tissus adipeux blancs
(périnéal, omental, péritonéal, mésentérique es-sotané€) chez le chat et le chien, comme
chez les autres espéces, et aussi dans le tiggeuadirun chez les rongeurs (82,141). Il n’est
détecté ni dans le cceur, les poumons, le foieseies, la rate, ni dans le pancréas. Le tissu
adipeux est le site majeur de la sécrétion deplinie et I'adipocyte en est la cellule sécrétrice
(Figure 11).

Plus récemment, la sécrétion de leptine a été misevidence dans le muscle
squelettique (166) et dans I'estomac (dans lesdgkarde la muqueuse fundique) (6,155 -
Figure 12). Deux populations de cellules sécrdtatgptine y ont été identifiées : les cellules
principales qui sécretent la leptine de maniereceme et une population de petites cellules
éparpillées dans les cryptes fundiques qui sédrédeptine de maniéere endocrine (cellules
argentaffines) (25).

Les cellules trophoblastiqgues du placenta et Idsles amniotiques sont également
capables de sécréter la leptine chez la femme (808 que les cellules de I'immunité dans
le cadre de la réponse inflammatoire (44,139).

Le dernier site possible de sécrétion de la leptoreespondrait aux cellules a TSH de

I'antéhypophyse chez le rat mais cette donnée estere trés peu documentée (84).
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L'adipocyte est une cellule endo/para-crine
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Figure 13 : L'adipocyte est une cellule sécrétrice : les pro  duits de sécrétion de I'adipocytes en
fonction de leur réle principal (d'aprés 164)

TNFa : Tumor necrosis factor a ; IL-6 : Interleukine 6 ; ANG-2 : angiotensine 2 ; PAI-2 : plasminogen
activator inhibitor-1 ; SPARC : secreted protein acidic and rich in cysteine ; ANGPTL4 : angiopoietin-
like protein 4 ; PTX3 : pentraxine 3 ; SAA3 : serum amyloid A 3 ; CRP : protéine C réactive ; CETP :
cholesteryl ester transfer protein ; LPL : lipoprotéine lipase ; ASP : ; MMPs : metalloprotéinases de la
matrice ; Pref-1 : preadipocyte factor 1 ; LIF : Leukemia inhibitory factor ; Wnt : protéines Wnt ; TGF-
B : Transforming growth factor-p ; IGF-1 : inhibiting growth factor 1 ; LPA : acide 1-oleoyl-lyso-
phosphatidique ; VEGF : vascular endothelial growth factor.
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Figure 14 : schématisation de la voie de synthése et de sécr  étion de la leptine dans
I'adipocyte : sécrétion constitutive (d’aprés 19)
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B. Biosynthése

Les différents tissus présentés sécretent la keptprincipalement de maniere
endocrine mais aussi de maniére exocrine dangiiest. Les adipocytes assurent 95 % de la
sécrétion endocrine, cette proportion restant grd@ihée dans les autres cellules. En
revanche les cellules principales de la muqueusdidue libérent essentiellement la leptine

selon un mode exocrine.

1. Sécrétion endocrine de I'adipocyte

Le tissu adipeux a longtemps été considéré commsnuple tissu de stockage passif
des lipides, constitué d'un agrégat de celluletetde faibles activités métaboliques.
L’adipocyte est considéré comme une cellule sécegtx part entiére depuis seulement une
quinzaine d’années. La leptine est la premiéreckilig découverte. Depuis la famille des
adipokines s’est agrandie et de nombreux autredufisode sécrétion de I'adipocyte ont été
découverts (Figure 13). Malgré ce nouveau rbledllele sécrétrice, les voies de synthese et
de sécrétion dans cette cellule ont été peu éwmidMEanmoins, deux équipes ont travaillé sur
les voies de biosynthese de la leptine ces demiarmées et ont permis de mieux

appréhender le métabolisme de cette nouvelle eediédrétrice (18,27).

Les études de Camisottet al (27), par immunohistochimie en microscopie
électronique ont permis de mettre en évidence ksgge de la leptine par différents
compartiments : la leptine est présente dansieutén endoplasmique rugueux (RER), dans
le Golgi et dans de nombreuses vésicules localigétmg de la membrane plasmique. La
biosynthese de la leptine suit donc la voie classide synthése des protéines de sécrétion. La
protéine est intégrée pendant sa traduction dacitelame du RER grace a sa séquence signal,
puis elle transite dans les citernes du RER ouaelpiiert sa conformation définitive. Elle est
ensuite exportée vers le Golgi ou elle ne subitigquref passage du fait de son absence de
glycosylation (Figure 14).

In vitro, en I'absence de stimulation, les adipocytes s&atda leptine de maniere
continue et la quantité intracellulaire de leptine varie pas (Figure 15). L'ajout d'un
inhibiteur de la synthése protéique (cyclohexomidkjbe presque totalement la sécrétion
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Figure 17 : Immunomarquage a 'or de la leptine dans la cellu  le principale (d'apres 25)

Double marquage de la leptine (petites fleches) et du pepsinogéne (grandes fleches) dans les
granules de sécrétion de la cellule principale
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(Figure 16). Il y a donc un équilibre constant enta néosynthése et la sécrétion,
caractéristique d’un mode de sécrétion par la gorestitutive non régulé (18,27).

En présence d'un agent amplificateur comme Iimgulila sécrétion augmente
lentement, en parallele a la synthéeenovopour atteindre deux fois le niveau de sécrétion
basale au bout de deux heures (Figure 15). L’agmitcyclohexomide inhibe presque
totalement la sécrétion (Figure 16). L'insuline gitadonc pas sur la sécrétion, elle agit en
amont, sur la synthese protéique. La sécrétioemtinke en présence d’insuline suit également

la voie de sécrétion constitutive.

2. Sécrétion exocrine de la cellule principale de la ugueuse

fundique

La cellule principale est la seule & sécréterpéirie de maniére exocrine, directement
dans I'estomac. L'immunohistochimie a révélé quiefdine était contenue dans les granules
de sécrétion de la cellule principale qui contierirégalement le pepsinogene (25,34 - Figure
17). Comme le pepsinogene, la sécrétion de legane I'estomac suit une voie contrélée. Un
rapide pic d’excrétion est observé juste apresefms, puis la leptine non dégradée par
I'acidité gastrique quitte I'estomac pour rejoindinatestin.

Par opposition a la sécrétion exocrine de leptineaths I'estomac qui est contrdlée,
la sécrétion endocrine de cette hormone dans I'adigyte dépend de la voie de sécrétion
constitutive. Ces deux modalités différentes de gétion laissent également entrevoir des

rbles différents pour ces deux stocks de leptine.
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Il. Régulation

La régulation de la synthése de la leptine estcjpalement étudiée dans I'adipocyte
et la sécrétion de leptine est étroitement corral€état des réserves adipeuses ainsi qu’aux
apports et aux dépenses caloriques de I'organisioigjectif de ce chapitre est d’envisager la

nature et les modalités d’action de ces paramstreka syntheése et la sécrétion de la leptine.

A. Variations physiologiques de la leptinémie

De nombreuses études chez 'homme et la sourisontré I'existence d’'une étroite
corrélation entre la leptinémie et I'état des ressradipeuses (77,83,135). Cette corrélation a
aussi été étudiée chez le chien.

La mesure de la leptinémie d’'un échantillon de 2adbes femelles d’age identique
ayant un pourcentage de masse grasse allant d609% a montré une forte corrélation
positive de ce parametre avec la leptinémie (18¥,p<0.001) (135).

Pour confirmer la variation de la leptinémie avec Variation de I'adiposité un
échantillon de cinq beagles a recu une alimentdtigrer énergétique pendant trois semaines
(77). Le poids, le pourcentage de masse grassel@ptinémie ont été mesurés au début et a
la fin de I'expérience. Le pois moyen est pass&2i6 kg a 14.3 kg ce qui correspond a une
élévation du pourcentage de masse grasse de 18.328 %. La leptinémie a augmente de
2.4 ugl/l a 4.9 pg/l montrant une étroite corrélatite ce parametre avec la prise de poids et
'augmentation de la masse grasse. L'expériencersey consistant a suivre la leptinémie
chez des chiens obeses pendant leur perte degaidsitré une corrélation identique entre la
leptinémie et la masse graisseuse et/ou le pofdsavinormalisation du poids s’accompagne
d’'une normalisation de la leptinémie qui se mamttiant que le poids reste stable (83).
D’autre part, une privation calorique de 2-3 josestraduit par une diminution rapide de la
leptine circulante, qui se stabilise a environ 20d&ola valeur basale. Ces changements

surviennent avant toute diminution du poids etadmbasse adipeuse. C’est I'état de balance
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Figure 18 : Influence du repas et des périodes de jeline sur la leptinémie chez le chien.

Influence du pic d’insuline post-prandial (d’apres 78)

La leptinémie de quatre chiens habitués a étre nourri une fois par jour a 10h est suivie pendant 2
jours.

Cercles pleins : animaux nourris le premier jour & 10h ; cercles vides : animaux a jelin le premier jour
et nourris le deuxieme jour & 10h ; carrés : animaux a jedn et remplacement du repas par une injection
d’insuline (0,1UI/kg)

BCS 3 :Idéal 4 : Lourd 5: Obese

Leptinémie Moyenne 3.0 8.6 12.8
(ng/L)

Leptinémie en fonct®
de larace (ug/L)

Shihtzu 2.8 8.2 14.8
Shetland 5.0 15.5 21.0
Golden Retriever 4.4 12.5 154
Labrador Retriever 3.1 7.9 134
Races croisées variées 2.6 10.1 13.0

Leptinémie en fonct®
du sexe (ug/L)

Male 3.0 8.7 12.7
Male castré 1.3 12.5 16.0
Femelle 2.6 7.3 12.1
Femelle castrée 4.8 8.7 12.9

Tableau Il : Variation de la leptinémie ( pg/L) chez le chien en fonction de la race, du sexe et du
BCS (Body Condition Score). Etude sur 166 chiens (d  ’aprés 79).

Le BCS est un une évaluation chiffrée de I'état corporel basée sur I'utilisation de silhouettes définies
en fonction de données cliniques. La note va de 1 a 5 (de Emacié a Obése). Les données cliniques
prises en compte sont : la quantité de graisse de couverture, la présence ou I'absence d’une « taille »
marquée en arriere des cotes, la présentation de la ligne de I'abdomen.

D’apreés cette étude il n'y a pas de différence significative entre les sexes et les races. Par contre les
différences sont significatives entre les trois catégories de BCS.
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énergétique négative qui induit une diminution dapide la leptinémie. De méme, une

exposition au froid prolongée (supérieure a 2 mgureorrespondant a une balance
énergétique négative, provoque également un eféomeint de la leptinémie (162). Le retour a
une température normale (24 °C) restaure la lepigédasale en 2 heures. La leptinémie est
donc une réponse rapide aux changements de lacbadaergétique. Enfin de facon analogue
un exercice d’endurance induit aussi une diminudierta leptinémie (126). Si cet exercice est
pratiqué régulierement l'état de balance énergétigegative chronique induit un état

d’hypoleptinémie permanent (126). Cette situatish abservée chez les marathoniens, les

sportifs de haut niveau mais aussi chez les jogggiiers.

Les variations circadiennes de la leptinémie oété&ttidiées chez des beagles males
habitués a étre nourri une fois par jour, a 10h.(k8 leptinémie la plus basse est mesurée
avant le repas (2.8g/l) et la plus haute 8 heures aprés le repas {@I% Le jelne fait
disparaitre ces variations (Figure 18), alors dumgettion d’insuline a la place du repas
rétablit ces variations, méme si elles sont de dreimmpleur. Ces résultats indiquent que la
leptinémie varie au cours de la journée en fonctlenl'apport alimentaire et que cette
modulation de la leptinémie est due en partie@iba de I'insuline.

La leptinémie est multipliée par un facteur 4 aursade la journée, en fonction de
'apport alimentaire. Pour mesurer la leptinémiee#t donc impératif de réaliser les

prélevements sur un sujet a jeun depuis au moitneares.

L’age, la race et le sexe n'ont pas d’'influencentigative sur la leptinémie chez le
chien (79 - Tableau 1), bien que certaines étudestrent une augmentation de la leptinémie
en fonction de I'age chez le rat (95).

On peut noter que, contrairement a I'animal on okesene différence significative de
la leptinémie entre ’lhomme et la femme. On ne gadt si cette différence est simplement due
a la différence d’adiposité existant entre les deeres ou si elle dépend d’autres facteurs tels

que le statut hormonal (134).

La sécrétion de leptine est un marqueur de I'état @ la balance énergétique. Une
leptinémie basale basse traduit un état de caren@nergétique chronique alors qu’une
leptinémie anormalement élevée s’accompagne d’'un @@s de masse grasse qui traduit

un excées d’apport énergétique chronique.
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Les variations ponctuelles de la disponibilité éngétique se traduisent par des
variations rapides de la leptinémie. Ainsi celle-cest basse avant le repas et augmente
apres la prise alimentaire. Plus généralement toules facteurs qui induisent un déficit
énergétique ponctuel induisent un effondrement dealleptinémie ponctuel qui est corrigé
dés que la disponibilité énergétique redevient noraie.

La leptine apparait donc comme un témoin de I'étapermanent de la balance

énergétique et de ses variations ponctuelles.

B. Mécanismes de régulation de la leptinémie

La leptine est synthétisée et sécrétée en réponsee aaugmentation du stockage
d’énergie dans les adipocytes et cette sécrétibrragsdement inhibée par une carence
énergétique ponctuelle. Le mécanisme par lequegitentation de I'énergie disponible est
traduite par une augmentation de la sécrétion pénke n’est pas connu. Certaines voies
cellulaires jouent un réle informateur sur I'étagsdréserves énergétique dans la cellule,
comme par exemple la voie des hexosamines, ou i m3OR (mamalian Target of
Rapamycin) activée par certains acidemminés comme la leucine. Ces signaux endogenes
conduisent a réguler la production de leptine assagt sur l'intensité de la transcription du

gene ou de la traduction de TARNmM.

1. Mécanismes de régulation de la traduction

Les adipocytes cultivés dans un milieu sans subsgtiant leur sécrétion basale de
leptine divisée par deux par rapport aux adipocytagchement isolés (26). L'ajout de
glucose a la culture rétablit une sécrétion basaleale. Par contre I'ajout d’'une quantité
plus importante de glucose ne provoque aucune augtun de la sécrétion. Le
remplacement du glucose par du pyruvate ou paciagie @ aminé glucoformateur a condition
gu'il puisse étre efficacement converti en glucpae 'adipocyte donne les mémes résultats.
Ainsi, bien que glucoformateur en général, I'histe] I'arginine et la glutamine ne permettent
pas de rétablir la sécrétion de leptine.

La présence de substrats glycolytiques est esdenéie maintien de la sécrétion

basale de leptine. Cependant une augmentation dernleentration intracellulaire de ces
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substrats ne provogue pas une augmentation dedétis@. La disponibilité en glucose, ou
autres intermédiaires de la glycolyse n’est palamdirect entre la sécrétion de leptine et la
disponibilité énergétique ; par contre c’est urtdac limitant de la sécrétion probablement en
induisant un déficit énergétique intracellulairéjpdiciable pour la synthése protidique.

Le cas des acidesa aminés glucoformateurs est a part. L'augmentatien la
concentration cellulaire d’aspartate, de valine dghionine ou de phenylalanine se traduit
par une augmentation de la sécrétion de leptines gue I'augmentation de la concentration
d’alanine ou de glycine n'a aucun effet. Les ménaeis par lesquels ces acideaminés
agissent sur la sécrétion de leptine ne sont pagdéks a ce jour. Il est possible que leur
action amplificatrice soit simplement due a l'effehitant de la disponibilité des acides

aminés pour la synthése protéique de la leptine.

Le glutamate double la sécrétion basale de lemmerésence et en I'absence de
substrat énergétique (26-27). Cet effet n'est ffiflesté par le blocage de la transcription. Cet
acide o aminé est connu pour étre un messager central ldarégulation de la sécrétion
d’'insuline par la cellulef du pancréas. Il est aussi impliqué dans plusiguoxédés
métaboliques et notamment dans la régulation dgiéhése protéique. Il est donc possible
que, comme dans le pancréas, le glutamate jouedlenimportant dans le métabolisme

adipocytaire, cependant le mécanisme impliqué erstere a €lucider.

L'ajout de leucine a des adipocytes isolés augmsigeificativement le niveau de
sécrétion de leptine (26,132). L'augmentation gwafidiale de la leptinémie pourrait donc
partiellement dépendre de la richesse de la ra&tioleucine. Les effets de la leucine ne sont
pas affectés par les inhibiteurs de la transcmptimmme I'actinomycine D. Par contre ils sont
inhibés par la rapamycine. L’hypothése émise estfameur d’'une amplification post-
transcriptionnelle de la synthése de leptine fdigaervenir la voie de signalisation mTOR.
La voie de signalisation mTOR est activée par lfadamce des nutriments dans la cellule,
notamment par les acidesaminés libres et plus particulierement par la ileei133) et le
signal mTOR a pour role de coordonner l'activitdutaire a la disponibilité des nutriments.
Les mécanismes moléculaires impliqués dans l'abinales protéines mTOR par les acides
o aminés ne sont pas connus avec certitude maisgpentrdépendre de I'aminoacylation des
ARNt impliqués dans la traduction de ces proté{i&s).

Les protéines mTOR font partie de la famille desgphatidylinositol kinase related

kinase (PIKKs) (129) et régulent, entre autregrdduction des protéines. Cette régulation se
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fait par I'intermédiaire de trois cibles (129,13F%igure 19). Premierement, I'activation des
kinases S6 (S6Ks) permet la phosphorylation detimes ribosomales S6. Ceci facilite la
traduction d’'un groupe d’ARNm contenant une exttént’ polypyrimidine. Ces ARNm
codent pour les protéines nécessaires a la tratucbmme les protéines ribosomales, les
facteurs de traduction et d’élongation et les pne® contrélant la croissance cellulaire.
Deuxiemement la voie mTOR inhibe le facteur de egpion de la traduction 4EBP. Le
facteur 4EBP se lie et inhibe le facteur d’inittettide la traduction elF-4 E, dont le rGle est de
reconnaitre la coiffe de 'TARNm ce qui permet |&ation du complexe d’initiation de la
traduction et du ribosome a I'extrémité 5’ de 'ARIN La phosphorylation de 4EBP empéche
sa liaison a elF-4 E et leve I'inhibition de laduation (Figure 20). Troisiemement, la voie
MTOR inhibe la phosphorylation du facteur d’élomgaeEF2, certainement par inhibition de
la kinase spécifigue de ce facteur. L'eEF2 non phosylé peut alors interagir avec le

complexe de traduction ce qui amplifie I'’élongation

L’insuline agit principalement comme facteur hypagimiant dans la régulation de la
glycémie mais elle est aussi impliquée dans lalafign de la prise alimentaire et de la
balance énergétique, tout comme la leptine (1ihsulinémie basale est corrélée a la masse
adipeuse et les variations de la balance énergétapmnt rapidement traduites par des
variations de l'insulinémie. Elle apparait donceéun candidat intéressant permettant
d’expliquer la corrélation entre la leptinémie et Ivariations de la balance énergétique.
L’injection IV d’insuline, mimant son pic post-prdial entraine une augmentation de la
leptinémie sur I'animal a jeun (78, Figure 18). €eglant cette augmentation est moins
importante que celle suivant un vrai repas. L’actie I'insuline ne suffit pas a expliquer les
variations post-prandiales de la leptinémie, cepahélle y participe.

Les mécanismes par lesquels l'insuline module lerési®n de leptine ont été
partiellement élucidés. La culture d’adipocytespe@isence d’insuline double la quantité de
leptine sécrétée en 2 heures. Par contre elle mtanaeffet sur la quantité d’ARNm
correspondant et n'est pas inhibée par la présdiaotinomycine D (18). L’insuline n’agit
donc pas directement sur la transcription. Parreoles effets de I'insuline sont inhibés en
présence de rapamycine, d’inhibiteurs de laKP(phosphatidylinositol 3 Kinase) et
d’inhibiteurs de la MAPK (mitogen-activated proteéimase). Ces résultats suggerent que
l'insuline agit sur la synthese de leptine par uBcamisme post-transcriptionnel faisant
intervenir la voie de signalisationgRl La fixation de I'insuline a son récepteur emaia

phosphorylation de IRS1 et IRS2 (Insulin Receptabsfrate 1 et 2). Ces protéines
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interagissent alors avec lazRlqui active a son tour les S6 kinases et qui sexrassi
responsable de la phosphorylation et de linhibitidu facteur 4EBPs (Figure 19). Ces

mécanismes communs avec la voie mMTOR conduisémtalification de la traduction.

2. Mécanismes de régulation de la transcription du genOb

Comme nous l'avons vu dans la premiere partie ¢enpteur du gen®©b permet la
liaison de nombreux facteurs de transcriptione dé liaison pour C/EBP (CCAAT/enhancer-
binding protein), E-box, site AP-2 (Activating Peots 2), GRE (glucocorticoid response
element), CRE (AMPc response element), et NRE {RFesponse element) (céupra
Figure 2). Dans cette partie la régulation de dmdcription du géne par occupation de ces

séquences régulatrices est analysée.

a) C/EBP-box et C/EB&

Le C/EBRu est un facteur de transcription adipocytaire indpécifiguement pendant
la différenciation de I'adipocyte et maintenu ddiedipocyte mature, qui est capable
d’amplifier considérablement la transcription ding®b (110). La mutation du son site de
liaison dans le promoteur induit une diminution ortante de la sécrétion basale de leptine
dans l'adipocyte. Son action marquée sur 'amplifian de la transcription et son expression
tissulaire réduite aux adipocytes expliquent, aunsx@n partie, I'importante différence de
niveau de sécrétion qui existe entre I'adipocytéestautres cellules capables de sécréter la
leptine. Il est probable que, chez les individugsas, 'augmentation de I'expression de
C/EBRu liee a I'hyperplasie des adipocytes induise unévatlon considérable de la

leptinémie.

b) E-Box et facteurs de régulation HbH

La séquence E-Box est un élément de réponse epltasiacteurs de transcription
tissulaires possédant un domaine de liaison a I'’Al2Nype hélice-boucle-hélice (HbH) (94).
Ces facteurs sont répartis au sein de deux familessfacteurs de classe A, notés E12 a E47,

sont présents dans tous les tissus, tandis qudatgeurs de classe B sont exprimés
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spécifiguement dans certains tissus. Les plus corsunt les facteurs MyoD et Myf 5
exprimés spécifiquement par le tissu musculairesmian’a pas été identifié & ce jour de

facteur de classe B spécifique a I'adipocyte.

c) CRE et dimére CREBP/CREM

L’augmentation d’AMPc dans le cytosol a un effehibteur sur la sécrétion de
leptine (152). Lorsque le rapport ATP/AMPc dimindee qui traduit une carence
énergétique), la sécrétion de leptine se trouvibésh par inhibition de la transcription. Par
conséguent, tous les facteurs agissant sur la ntratien intracellulaire de ’AMPc jouent un
réle dans les variations de la leptinémie.

L’augmentation de la concentration intracellulaidlAMPc permet [I'activation
allostérique de la PKA (protéine kinase AMPc dépene). La PKA activée phosphoryle
alors les facteurs de transcription CREBP (CRE-BigdProtein) et CREM (CRE-Modulator)
sur des résidus serine / thréonine. Les facteulSBC& CREM phosphorylés se dimérisent et
se lient & 'ADN sur la séquence CRE du promotaéceg a des hélicasriches en leucine
(« leucine-zipper »). Dans le cas de la leptinecdipation du CRE par le dimere
CREB/CREM1 a un effet inhibiteur sur la transcription du ge@®d, CREM:. étant
responsable d’'une déstabilisation du complexe tdiindn de la transcription (21 — Figure
21).

Ainsi les signaux chimiques exogénes conduisaraugmentation de 'AMPc sont
responsables d’'une diminution de la synthése dinéepC’est en particuliers le cas dés
agonistes (isoprostenol, agonistes non sélectifsbutamine, agoniste sélectif — fénoténol,
agoniste2 sélectif, Trecadrine® - agonisf8 sélectif) qui, par combinaison avec les
récepteurs adrénergiques de tgp@1, p2 oup3) provoquent l'activation de protéines Gs (G
stimulating) dont les sous-unités stimulent I'adénylate cyclase, engendrant ainsé un
augmentation de 'AMPc (45,87,96,112).

Les facteurs stimulant dans I'adipocyte une voi€@&inhibiting) ont au contraire une
action amplificatrice sur la synthese de leptinactivation de la voie Gi inhibe I'adénylate
cyclase et provoque donc une diminution de la catnagon intracellulaire dAMPc. C’est le
cas de I’Al-adénosine, par I'intermédiaire de serepteur ALAR (130), et des acides gras a
courte chaine par l'intermédiaire de leur récept@iR41 (171). Par contre le réle des

agonistes n’est pas documenté. De méme, le MCHaftelconcentrating hormone)
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Figure 21 : Régulation transcriptionnelle du gene  Obese par occupation d'un CRE (d'aprés 38)
Gi: Protéine G inhibiting ; Gs : protéine G stimulating ; CREB : CRE binding protein ; CREMa : CRE
Modulator a ; CRE : AMPc response element ; MCH : Melanin-concentrating hormone
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Figure 22 : schématisation du domaine de fixation a I’ADN du
En noir, sur le schéma du haut, les acides a aminés impliqués dans la fixation a I'ADN
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amplifierait aussi la synthese de leptine par ¢imédiaire de I'activation d’une voie Gi. La
MCH est un peptide orexigene sécrété dans I'hypentias latéral, qui intervient dans la
régulation de la satiété. Son action amplificatdae la synthese de leptine a été démonitrée
Vvivo et in vitro et le récepteur du MCH (SLC1 ou MCHR1) a été idién& la surface des
adipocytes (17). Ce récepteur transmembranaireoegié a plusieurs protéines G : Gi, Go et
Gq (160). Par conséquent la liaison de MCH a soept&ur entraine I'activation de plusieurs
voies dans la cellule. La voie impliquée dans padiyte n'a pas été précisément identifiée,
cependant par analogie avec les autres facteurbfiaatpurs on peut penser que la voie Gi

joue au moins un role partiel dans I'amplificatiba la synthése de la leptine par le MCH.

d) AP-2 box et diméres myc/max

Le promoteur de la leptine contient une séquencerép®nse aux facteurs de
transcriptions AP-2 (de type myc et max). Ces fastes’associent apres activation par
phosphorylation des résidus serine / thréonindg&®KC (protéine kinase C) ou des résidus
tyrosines par une tyrosine kinase sous forme deemimle plus souvent d’hétérodimere
(myc/max) pour se lier a ’ADN. L'occupation duesiP2 est activatrice.

Les facteurs qui activent la PKC ont, a l'issue paemple de l'activation d’'une
protéine Gq, une action amplificatrice potentislle la transcription du ger@b. C’est le cas,
en particuliers du MCH (ckuprg. Il en va de méme pour les facteurs couplés @cepteur
tyrosine kinase, comme l'insuline, I'lGF-1 et I'mone de croissance. On peut donc ici poser
la question de I'existence d’un effet amplificatelinect de ces hormones sur la transcription,

bien que les expériences réalisées a ce jour a&sent pas état (73,105,127).

e) NRE et dimere NkeB

NF-kB est un facteur de transcription qui se lie a sfaguences GGGGCGGGG de
I’ADN grace a un domaine a trois doigts de zinc {FHgure 22). C’est un dimere de deux
protéines, NF1 ekB. Ce dimere est confiné dans le cytoplasme paprésence d'un
inhibiteur qui se lie &B, I'l-kB. La phosphorylation de l'inhibiteur autorise farislocation
nucléaire du dimere NkB. Celui-ci peut alors se lier a son site de répang 'ADN ce qui
amplifie la transcription. La phosphorylation delfiibiteur est catalysée par la PKC. Les
facteurs qui activent la PKC dans la cellule omiata aussi un rdle amplificateur potentiel
sur la transcription du gergb.
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Figure 23 : Mode d’action schématique des glucocorticoides ( d'aprés 21)
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Figure 24 : Organisation générale d’'un récepteur a ligand ap  olaire (d’aprées 21).
Domaine Ct . reconnaisance spécifique du ligand ; H : hormone apolaire ; LLLLL : domaine leucine

zipper ; ClI : site d'intraction spécifique avec la demi séquence nucléotidique palindromique du GRE ;

Cll : site d'intéraction non spécifique a I'’ADN; complexe H/R2: complexe hormone récepteur
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La voie des hexosamines est activée par une hgperie ou une hyperglycémie (178). La
stimulation de cette voie et plus particulieremBatigmentation tissulaire de son produit
final, 'UDP-N-acétyl-glucosamine (UDP-NAcGIc) eaine une rapide augmentation de la
sécrétion de leptine et de I'expression de son ARNms le muscle squelettique et dans le
tissu adipeux. Il en résulte une augmentation degénémie (166). L'UDP-NACcGIc est le

principal substrat utilisé dans la cellule pouglgcosylation des protéines, notamment celle
du facteur de transcription N€B qui participe a la régulation du ge®b. En augmentant la

glycosylation et donc I'état d’activation de cettaa de régulation de la transcription la voie
des hexosamines amplifie la synthése de TARNmadeptine et constitue ainsi une voie de

couplage de la sécrétion de leptine a la dispot@l&hergétique.

f) GRE et glucocorticoides

De nombreuses études rapportent un effet ampéficaties glucocorticoides sur la
sécrétion de leptine chez toutes les especes étudzhez le chien a jeun, linjection de
dexaméthasone a la dose de 0.10 a 0.15 mg/kg dginenter la leptinémie de maniere
progressive et continue d’un facteur 3 a 4 en 24d®(76,113). L'incubation d’adipocyte de
rat en présence de 100 nmol/l de dexaméthasoneiplieulppar 4 la concentration
intracellulaire de TARNmM du gen@b et par 2 la sécrétion de leptine en 2 heures @i&)n
bloque la transcription par ajout d’actinomycine dans la culture on supprime cette
amplification.

L’amplification de la transcription par les gluceotooides résulte de l'activation de
récepteurs intracellulaires spécifiques, les GRu¢Gdorticoid Receptor) qui jouent le role
d’activateur de la transcription (Figures 23 et.24¢s récepteurs possedent 2 domaines dit
« en doigt de zinc » qui leur permettent de sediBADN en présence de I'hormone, de type
CH, (2 liaisons de coordinance établies entr& 2n'atome de S des cystéines, 2 liaisons de
coordinance établies entreZret 1 atome de N des histidines) (Figure 24). Lefammnation
du récepteur est modifiee par la présence du gtutiooide ce qui se traduit par une
dévagination des deux doigts de zinc Cl et CIl. @mrles boucles constituées d’acides
aminés de ces structures remarquables ne songpasléntes, leur fixation a '’ADN n’est
pas identique : le doigt Cl assure une fixationcHmtie sur la moitié de la séquence

nucléotidique palindromique (directe ou indireada)GRE, tandis que le doigt CllI se fixe non
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Figure 26 : Effet de I'injection de methylprednisolone sur | a leptinémie du chien en fonction de

la dose injectée (d’aprés 173).
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spécifiguement a I’ADN, a I'extérieur du GRE. L'agzation totale, et donc I'activation du
GRE, requiert par conséquent lintervention de deamplexes hormone-récepteur qui se
positionnent de fagcon symeétrique sur la séquenceé. &R stabilité de cet édifice moléculaire
est assurée par le dimérisation des deux complexeses domaines « leucine zipper » N
terminaux et par I'existence de 4 sites d’ancr@&g®is 2 doigts de Zn) sur ’ADN. Les deux
autre domaines « leucine zipper » C terminaux p#uabdrs interagir directement avec les
facteurs généraux de régulation de la transcripgissociés a I’ARN polymérase (complexe
d’initiation de la transcription) apres repliemententuel de la structure chromatinienne.
L’occupation de la séquence GRE a un effet amplidior considérable sur la transcription
(19,21). Ce mode de régulation implique un délanike en place ce qui est concordant avec
les données obtenues vivomontrant que I'effet maximum est obtenu 24 h aprés

'administration de dexaméthasone.

Dans le cadre de la prise alimentaire, 'adminigirade dexaméthasone par voie IV 2
heures avant le repas provoque également desioasaignificatives de la leptinémie mais
les parametres cinétiques observés different nettedu cas précédent (animal a jeun) (76 -
Figure 25). En effet, dans ce cas, la leptinémgrante précocement des 2 heures apres le
repas et devient maximale (augmentation d’'un tact® environ) 8 heures apres l'injection,
soit 6 heures apres le repas. En parallele, lpgst-prandial d’insulinémie a été multiplié par
4. En absence de dexaméthasone, un pic de pluse famplitude (multiplication par un
facteur 4 ou lieu de 10) de leptinémie est égalérabservé 6 heures aprés le repas. Du fait
de son action hyperglycémiante, la dexaméthasonplifandirectement la sécrétion
d’insuline par les cellule$ du pancréas. En présence de glucocorticoide esudine la
sécrétion de leptine est stimulée de facon syneegiqu niveau de la transcription
(glucocorticoide) ainsi qu’au niveau de la tradoretjinsuline).

Chez le chien, les effets des glucocorticoideslasleptinémie dépendent de la dose
injectée (173 — Figure 26). Une injection de magihgdinisolone & 1mg/kg est suivie d’'une
augmentation de la sécrétion alors qu’'une doseOdend/kg est suivie d'une chute de la
leptinémie. Des résultats similaires ont été olgerhez ’'homme. Les mécanismes de cette
régulation dose-dépendante ne sont pas connusjaugenéanmoins il est possible que la
diminution de la sécrétion de leptine observéeépomse a une forte dose de glucocorticoide
soit une conséquence des modifications hormonapglament induites, notamment de

I'effet permissif induit sur les catécholaminegdjibiteurs de la transcription du ge@é (cf.
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Figure 27 : Effet de I'ajout de TNF a (10 ng/ml) a une culture d’adipocytes humainsena  bsence
et en présence d’insuline (7 nm), de dexamethasone (25 nm) et en présence d’insuline (7nm) et
de dexaméthasone (25 nm) sur la traduction de lale  ptine (d’aprés 163).

TNFa n'a pas d’effet significatif sur la sécrétion de leptine en I'absence d’autres hormones et en
présence d'insuline. Par contre il a une action amplificatrice significative en présence de
dexamethasone (p<0,005).
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Figure 28 : Effet de I'ajout de TNF a (10 ng/ml) sur l'activation de MAPK p38 dans une ¢ ulture
d’adipocytes humains (d’aprés 163).

TNFa amplifie I'activité MAPK p38 d'un facteur 2 sans dexamethasone et par 5 en présence
dexamethasone.
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Figure 29 : Mode d’action des cytokines sur la transcription (d’apres 38)

1. Mode d’action classique : liaison du dimeére c-jun/c-fos a la séquence AP1 : effet amplificateur

2. Interaction possible entre GR et c-jun sur une séquence AP1 ; effet amplificateur. La possibilité de
la méme interaction sur un GRE n’a pas été démontrée. 3. Blocage de I'effet amplificateur du dimere
c-jun/c-fos par GR
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suprg et de l'inhibition de la sécrétion des cytokinasyplificateurs de la transcription du
géneOb (cf. infra).

D’autres hormones stéroides jouent un role damédalation transcriptionnelle de la
sécrétion de leptine ; notamment les oestrogenasneole 178 oestradiol qui a aussi un role
amplificateur (98,103,159). Par contre la testostéret I'aldostérone ne semblent pas
modifier la sécrétion (152) bien que certaines €tuchpportent un effet freinateur de la
testostérone (103). Néanmoins il n’a pas été itiéntie site spécifigue de réponse a ces
hormones sur le promoteur du ge@b. Les mécanismes impliqués dans cette régulation

restent donc a éclaircir.

g) Autres facteurs de régulation : les cytokines

L’ IL-1, le TNFo et dans une moindre mesure le LIF (Leukemia Inbibiactor)
entrainent une augmentation dose-dépendante dealatitg d’ARNmM du gen®©b dans les
adipocytes et de la leptinémie (140). Ceci poumaitpartie expliquer I'anorexie induite par
ces cytokines lors de I'inflammation aigue ou chqgae.

De récentes expériences semblent montrer que leaTdHul n'a pas d’action
amplificatrice sur la sécrétion de leptine (163 iguFe 27). Par contre, en présence de
dexaméthasone les effets amplificateurs du ddBnt observés : I'ajout du TNFet de
dexaméthasone a une culture d’adipocytes humam@&pant d’un individu de poids normal
augmente la sécrétion par un facteur 1.5 par rappoda culture en présence de
dexamethasone seule. Les effets de dMNEmMblent dépendre du contexte hormonal et
notamment de la concentration locale en glucoaid&s. Le TNE seul ou présence de
dexaméthasone entraine I'activation des kinases Kp38B et le degré d’activation est majoré
par la présence de glucocorticoides (Figure 2&ctivation des protéines MAPKp38 induit
la phosphorylation du facteur de transcription c-gui forme un hétérodimére avec le facteur
de transcription c-fos et se lie sur une séquencerdmoteur de type AP1 (AP1-box). Cette
interaction a en général un effet activateur (Al§anmoins, ce modeéle n’explique pas les
effets potentialisateurs du TMFpar les corticoides. La possibilité d’hétérodiisetion du
complexe glucocorticoide/récepteur avec c-jun si& sequence du promoteur de type AP1-
box a également été deécrite (38, Figure 29) etrpduexpliquer les effets coopératifs du
TNFa et de la dexamethasone. |l a également été dkgiinteractions entre les complexes
glucocorticoide/récepteur et le dimére c-jun/cgosles dites AP1 (Figure 29) qui
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Hormones Facteurs de Séquence Expression du
transcription promoteur géne Ob
C/EBPa C/EPB E Constitutive
Facteurs tissulaires E-Box Constitutive
classe A
classe B
Facteurs de AP2 AP2 Box Induction
croissance
Insuline - IGF1 - NF-kB NRE Induction
cytokines
Cathécolamines CREBP/CREMa CRE Répression
Glucocorticoides Recepteur des GRE Induction
gucocorticoides
Testostérone ? ? Répression
Oestradiol ? ? Induction
Tableau lll : Modalités de Régulation de la transcription du g  éne Obese par les adipocytes en
ux hormonaux identifiés

fonction des facteurs de transcription et des signa
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conduisent, en général, a I'abolition des effethuateurs des AP1 sur la transcription et pas
I'inverse. Cependant, ces différents modéles n’epipsent pas pertinents dans le cadre de la
régulation de I'expression de la leptine puisquiausite AP1 n’a été identifié au sein du
promoteur de gén®b. Une derniere modalité de régulation de la trapgon du genedb
constituerait dans I'hnétérodimérisation du compléxemone/récepteur et c-jun sur le site
GRE (et non pas sur le site AP1). La encore, ceéteagbt peu satisfaisant dans la mesure ou
ce type d’interactions sur la séquence GRE n’'a igmi@ décrite et ou il n'explique pas les
effets positifs du TNé& seul.

Par conséquent, la coopération observée entreg/tiekirmes inflammatoires (TNE) et
les glucocorticoides sur I'induction de la leptest originale et est probablement médiée par
une régulation indirecte de la transcription duegelh est en effet possible que différents
genes codant pour des facteurs en trans de réguiadisitive du gene comportent des sites
AP1 dans les séquences promotrices correspondamass ce cas, l'association
TNFa/glucocorticoide induirait indirectement I'expressi de la leptine en agissant
préalablement sur la synthése d’'un ou plusieurtedias de transcription spécifiqguement
inducteurs. D’autre part, les protéines MAPK aaiweéatalysent l'activation de protéines
stabilisatrices des ARNm et permettent donc lailséabon des ARNm de la leptine qui sont
particulierement instables du fait de leur richemsaséquences AU. La nature de ces protéines
est inconnue a ce jour (163).

Bien que les modalités d’action des cytokines aurégulation de I'expression de la
leptine ne soient pas a ce jour complétement éesidces médiateurs de linflammation
contribuent fortementn vivo aux variations de la leptinémie et instaurent anerexie

transitoire lors d’'une affection d’origine infeatise.

De méme, il a été montré qu'une hyperprolactinéssieassociée a une augmentation
de la sécrétion de leptine (58), bien qu’un trésldanombre de récepteurs ait été identifié a la
surface des adipocytes et que les essaidgro n'engendrent pas d’effet. Comme la prolactine
stimule la production de TNE on peut donc envisager que la prolactine, en aatgnt la

synthese des cytokines telles Td\module indirectement la sécrétion de leptine.

Au total (Tableau Ill), la régulation de la traription du genédb dans les adipocytes
fait intervenir des facteurs constitutifs (C/EBPacteurs tissulaires) et inductibles/activables
en fonction de I'environnement hormonal principaderm activateurs (AP2, NkB, complexe

glucocorticoide/récepteur) et plus rarement inbilni{ CREM). Ce processus complexe
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Figure 30 : La régulation de la sécrétion de leptine par I'a  dipocyte (d’'apres 164)
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assure une production constitutive de la leptimelgmadipocytes ainsi qu'une adaptation de

cette production directe ou indirecte en foncties dignaux hormonaux regus.

3. Mécanismes de régulation de la sécrétion directe deptine : cas

des cellules principales de I'estomac

Les cellules principales de I'estomac assurentsdiweétion exocrine rapide de leptine
(cf. suprg et sont essentiellement sensibles aux stimwdnenant directement et rapidement
dans les mécanismes d’exocytose. L’exocytose deswubps contenant la leptine est
rapidement stimulée par la prise alimentaire, ler&#ne, la cholécystokinine (CCK) et la
gastrine (6,155,156). Elle est également libérgedesnent aprés une stimulation vagale
(156). La sécrétion de leptine semble donc suierenEme schéma de régulation que la
sécrétion du pepsinogéne. La sécrétion du pepsieog®ommence pendant la phase
céphalique de la sécrétion gastrique, pendant lizgles cellules principales sont stimulées
par les terminaisons du nerf vague. Ceci représeamigon 20 % de la sécrétion totale qui
accompagne le repas. La suite de la sécrétiorugpbadant la phase gastrique : les cellules
principales sont alors stimulées par la présenedCd'dans I'estomac, par la gastrine, la
sécrétine et la CCK et par la libération d’acétglete par les terminaisons du plexus gastro-

entérique.

La sécrétion de la leptine par les adipocytes s’iagre au centre de I'organisme, et
constitue un témoin de I'état de la balance énerggue et de ses variations. En situation
de déficit énergétique (jelne, exercice, froid), laleptinémie diminue et elle augmente
avec l'apport d’énergie (prise alimentaire). Les fateurs qui orchestrent ces variations
ne sont pas encore tous connus, mais les principawont I'insuline, la leucine, les
glucocorticoides et les catécholamines (Figure 3@ui interviennent au niveau de la
transcription et/ou de la traduction, et peu au nieau de la sécrétion. En revanche, dans
'estomac la leptine s’integre a la sécrétion gadtjue et suit le méme schéma de
régulation que le pepsinogene. Les différences foahentales qui existent entre ces deux
modes de sécrétion, endocrine (adipocytes) et exia (cellules principales de

I'estomac), permettent d’envisager des roles diffé@nts de la méme hormone.
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l1l. Devenir

A. Transport et distribution

Chez 'homme et la souris, la leptine circule désang sous formes libre et liée
(72,150). Plusieurs complexes transporteur-leptineété identifiés, de poids moléculaires
allant de 80 kDa a 450 kDa selon les auteurs (72589. Une partie du transport est assurée
par la forme soluble du récepteur et palmacroglobuline (89,150). La nature exacte des
autres protéines de transport n'a pas encore é&éntiéée mais I'existence de complexes de
haut poids moléculaire permet d’envisager une HEtmn sous forme de complexes

multimériques.

La capacité de transport a été déterminée chembi® (89). Elle est constante, de
I'ordre de 2ug/l, pour les leptinémies physiologiques (entnggd et 10ug/l). Elle augmente
ensuite progressivement avec la leptinémie poeinalte un maximum de 5%/l pour une
leptinémie de I'ordre de 6Qg/lI (Figure 31). Lorsque la leptinémie varie de 2Qug/l le
pourcentage de saturation augmente de maniérerénpaur atteindre un plateau a 80%
quand la leptinémie dépasseidll (Figure 32).

Pour les leptinémies physiologiques (comprise eftret 10ug/l), le nombre de
transporteurs est constant et le pourcentage deatiah varie rapidement avec la leptinémie
ce qui permet de maintenir un équilibre entre da&tfon libre et la fraction liée (43). Au-dela
de 10ug/l les transporteurs sanguins sont saturés, lacti&pde transport augmente mais pas
de maniere proportionnelle a la concentration gérle. Le nhombre de transporteurs devient
rapidement insuffisant ce qui se traduit par ungnantation de la proportion de leptine libre
chez les sujets hyperleptinémiques. La forme ligtant la forme active de I'hormone, ce
déséquilibre pourrait étre en partie responsabléagparition du syndrome de résistance a la

leptine observé chez les sujets en surpoids (7.2,89)

Les parametres pharmacocinétiques propres a lindepint été déterminés chez
'homme et le rat (71,170). Chez 'homme, dansdesditions physiologiques, le temps de
demi-vie plasmatique est 3.4 heures, la vitessirdi@ation est 1.3 ml/kg/min et le volume

de distribution est 150 ml/kg. Ces paramétres memgent pas de la leptinémie totale. Par
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contre on observe une diminution de la sécrétierladlistribution et de la clairance chez les
sujets agés et une augmentation de la productide & rémanence chez les sujets obéses et
chez les femmes (170).

Chez le rat, la pharmacocinétique de la leptinégéadécrite selon un modéle a deux
compartiments. Dans le premier compartiment, lénepsubit une élimination rapide avec un
temps de demi-vie de 3.4 minutes, dans le secomgpadiment elle est éliminée plus
lentement avec un temps de demi-vie de 71 mingtxs, pour une clairance totale de 6.16
ml/kg/min (71). Ce modéle traduit la fixation d’'urpartie de la leptine dans les tissus
périphérigues. La leptine se concentre dans limagéle, dans le foie et dans I'estomac et a
des taux plus faibles dans le muscle, la pealtgdeumm et le cerveau. Cette leptine est ensuite
progressivement relarguée sous forme active dasarlg. Son catabolisme est retardé par

rapport a la leptine qui ne quitte pas la circolatsanguine.

Etant donné que 'hypothalamus est une des cilslasipales de la leptine, il convient
d’envisager les modalités de transport particuliéle I'normone jusqu’a ce site spécifique.

Les échanges entre la circulation générale etd&esye nerveux central (SNC) sont
limités par la présence de la barriere hématoghradigue (BHE). Cette barriére entre le sang
et 'encéphale fournit aux neurones un environndrb&thimique et métabolique stable, une
protection vis-a-vis des toxines et des agent<iigex et les isole des substances chimiques
humorales circulantes, notamment des hormones .(Lalleptine est filtrée au niveau des
plexus choroides et se retrouve dans le liquidébcefrachidien (LCR). Le mécanisme de
transport de la leptine a travers la BHE et laetaihoroidienne n’est pas encore connu avec
certitude (7). Ce transport est rapide et spéafide I'hypothalamus, puisque dans le reste du
SNC, la leptine ne traverse pas la BHE (182). istexdonc un transporteur de haute affinité
dans I'hypothalamus et au niveau du plexus chorgidepermet de réguler I'entrée de la
leptine dans I'hypothalamus et le LCS. Etant dogué la forme courte du récepteur Ob-Ra
(cf. infra) est fortement exprimée dans ces deux régions 'elecéphale et plus
particulierement par les cellules endothéliales dagillaires de ces régions, on suppose
aujourd’hui qu’elle joue ce role de transporteue plus il a été montré vitro que Ob-Ra
permettait le transport spécifique de la leptirteagers des cellules polarisées, du pdle apical
vers le péle basal (70). L'’hypothése proposée goge pour expliquer le transport de la
leptine jusqu’au noyau arqué dans I'hypothalamugliojme un transport a travers les

capillaires de cette région et un passage de la, Brfiee au récepteur Ob-Ra qui joue le role
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de transporteur. Une petite quantité de leptingirdategalement I'hypothalamus par diffusion
dans le tissu nerveux a partir du LCR.

Ob-Ra est également fortement exprimé dans leoteihpourrait avoir le méme role
de transporteur, permettant de faire entrer lanemtans les cellules des tubules rénaux afin

gu’elle soit métabolisée.

B. Catabolisme et voies d’élimination

La voie d’élimination principale de la leptine datvoie rénale (41-43). La leptine
n'est pas métabolisée en amont du rein, elle Bstdisous forme active par le glomérule.
Néanmoins on retrouve trés peu de leptine actives diarine ce qui suggere que celle-ci est
catabolisée par les tubules rénaux (42,43). Aucaoftemation n’est disponible concernant
les mécanismes impliqués dans la dégradation denfibne.

La fraction d’extraction plasmatique a chaque pgsgar le rein est de 18 % (91,177).
Elle ne varie ni avec la leptinémie, ni avec lagamdion de leptine liee. Les fractions libres et
liées sont réduites de maniere égale apres papsade rein et la capacité de transport n’est
pas modifiée. L’hormone se détache de son trareyopiour étre filtrée par le glomérule. De
retour dans la circulation sanguine la proportigptihe liée / leptine libre n’est pas modifiée
du fait de I'existence d’'un équilibre dynamiquerenes deux fractions de ’lhormone dans les

conditions physiologiques.
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La leptine est sécrétée principalement de manierendocrine par les tissus
adipeux blanc et brun, et dans une moindre mesureedmaniére exocrine par les cellules
principales de I'estomac.

La sécrétion de leptine dépend de l'état de la bak@e énergétique et de ses
variations ponctuelles. La sécrétion endocrine eségulée en fonction de la disponibilité
énergétique, au niveau de la traduction par la voiade signalisation mTOR et par
I'insuline. Elle est également régulée au niveau di transcription par des facteurs
constitutifs tels que C/EBRx et des facteurs inductibles en fonction de I'envinnement
hormonal (glucocorticoides, catécholamines, insul@ IGF-1, cytokines). En revanche la
sécrétion exocrine dans lI'estomac est régulée awaau de la sécrétion et suit le méme
schéma que la sécrétion du pepsinogéene.

La leptine circule dans le sang sous formes libret §ée et il existe un équilibre
dynamique entre ces deux formes dans les conditioqhysiologiques. Chez les sujets
hyperleptinémiques la proportion de formes libres agmente et pourrait étre en partie
responsable de l'apparition du phénoméene de résisitae a la leptine observé chez les
individus en surpoids. Une partie de la leptine estapidement fixée par les tissus
périphériques cibles, notamment I'hypothalamus, lntestin gréle, le foie, I'estomac, le
muscle, la peau et le caecum. La diversité des tisscibles de cette hormone traduit son

rbéle pléiotrope qui fait I'objet de la troisieme patie.
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PARTIE Ill : ETUDE FONCTIONNELLE
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Figure 33 : Les différentes isoformes du récepteur Ob (Ob-R) (d'apres 29).
CRH1 : Domaine Cytokine receptor homology 1 ; Ig-like : domaine « Ig-like » ; CRH2 : Domaine
Cytokine receptor homology 2 ; FNIII : domaine de type Fibronectine IlI
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Figure 34 : Représentation schématique et roles des sous-dom  aines du récepteur Ob-Rb

(d'apres 29).

CRH1 : Domaine Cytokine receptor homology 1 ; Ig-like : domaine « Ig-like » ; CRH2 : Domaine
Cytokine receptor homology 2 ; FNIII : domaine de type Fibronectine Il ; WSXWS : séquence Trp-Ser-
X-Trp-Ser ; Y : Tyrosine ; Box 1 : séquence box 1 (aca 6-17) ; JAK : Janus Kinases ; SHP2 : SRC-like
homology 2 domain-containing protein tyrosine phosphatase ; IRS : Insuline Receptor Substrates ;
STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription ; SOCS : Suppressors of Cytokine
Signalling
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. Mode d’action.

La leptine est une hormone peptidique polaire guise combinant sur des récepteurs
membranaires exprimés par les cellules cibles,quo& une premiere cascade réactionnelle,
au voisinage de la membrane conduisant a la priotucte messagers cytoplasmiques
(transduction du signal membranaire). Selon ledureaet I'équipement enzymatique des
cellules cibles, ces messagers intracellulairesveatdt des enzymes multispécifiques

cytosoliques de type kinases responsables des éftdbgiques observés.

A. Organisation et répartition du récepteur Ob (Ob-R)

1. Organisation structurale et isoformes

Le récepteur de la leptine a été identifié pouptamiére fois chez la souris par
Tartaglia et al en 1995 (160). C’est un récepteur transmembrardgrea famille des
récepteurs des cytokines de classe |. Les memleraette famille présentent un domaine
extracellulaire caractéristique contenant un maif4 cystéines et une séquence Trp-Ser-X-
Trp-Ser (WSXWS), ainsi que plusieurs sous-domaitegype fibronectine 11l (9). Ob-R
présente une forte analogie structurale avec la3fpqui est un composant du récepteur de
l'interleukine 6, avec le récepteur du G-CSF (Glaoyte stimulating factor) et avec le
récepteur du LIF (Leukemia inhibitory factor), méraeles séquences primaires de ces

différents récepteurs ne montrent que 24 % d’hogiel(160).

Le récepteur Ob est codé par le gélie (160), qui peut subir des meécanismes
d’épissage alternatif aboutissant a au moins 6oistds, notées Ob-Ra a Ob-Rf, se
distinguant par la longueur de leur domaine infialzre C terminal (93,161,167). Ob-Rb est
'isoforme longue, Ob-Re est une isoforme hydrosu (dépourvue de domaine
intracellulaire) et les quatre dernieres représgrdes isoformes courtes (Figure 33). Toutes
les isoformes ont donc le méme domaine extracekula’isoforme longue et les isoformes
courtes ont en plus en commun le domaine transnaralbe et les 29 premiers acides
aminés du domaine intracellulaire. L’isoforme loagprésente un domaine intracellulaire

total de 302 acides aminés contre 30 a 40 acideaminés pour les isoformes courtes.
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Le domaine extracellulaire est formé de 816 acidaminés et se compose de 7 sous-
domaines (118,119, Figure 1 et 2). Les deux pregeus-domaines (acideaminé 62-178
et acideo aminé 235-328) adoptent un repliement de typefibctine Il (FNIII) et forment
le premier module de reconnaissance des cytokile€RH1 (Cytokine receptor homology
1) qui contient la séquence spécifique WSXWS (Tep-&Trp-Ser). Le sous-domaine 3
(acide o aminé 329-427) adopte un repliement de type immlaboline et constitue le
domaine « Ig-like ». Les sous-domaines 4 et 5 éacidminé 428-535 et acideaminé 536-
635) constituent le second module de reconnaissa@seytokines, le CRH2 qui adopte la
méme conformation que le CRH1. On retrouve égaléui@ms ce domaine le motif WSXWS
(acidea aminé 622-626) (138). Les deux derniers sous-doesaadoptent aussi un repliement
de type fibronectine 1l et constituent le domalfs Ill. Le domaine CRH2 est le site de
liaison de la leptine alors que les domaines 4g-b et FNIII participent a I'activation du
récepteur (175). Le r6le du domaine CRH 1 n’a pasdentifié (Figure 34).

C’est par le domaine intracellulaire que les dédfées formes du récepteur de la
leptine se différencient. Les 29 premiers acidesninés sont identiques pour les cing formes
du récepteur (isoforme longue et isoformes coudespntiennent une séquence Box 1 (acide
a aminé 6-17) permettant I'interaction avec les @ires JAK (Janus Kinases) (160-161). Le
domaine intracellulaire de Ob-Ra comprend 34 acdidaminés, celui de Ob-Rc 32 acides
aminés et celui de Ob-Rd 40 acidesaminés (93). Le domaine intracellulaire de OB-Rf
comprend 35 acides aminés (167). L'isoforme Ob-Rf differe des autissformes courtes
par la séquence nucléotidique de la partie 3’ namstrite de son géne.

Le domaine intracellulaire de Ob-Rb comprend 308esx aminés (Figure 2). En
plus de la Box 1, il contient quatre résidus tymes{Tyr 974, Tyr 985, Tyr 1077, Tyr 1138)
(158). Ces tyrosines phosphorylées permettentisoln de protéines contenant un domaine
SH2 (SRC-like homology 2), telles les protéines $T&ignal Transducers and Activators of
Transcription), SHP-2 (SH2 domain-containing pnotéyrosine phosphatase) et SOCS
(Suppressors of Cytokine Signalling) et interviemndans les modalités de la transduction

membranaire du signal (¢hfra).
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2. Répartition des différentes isoformes du récepteur

Le récepteur Ob-R est exprimé dans la plupart ideag de I'organisme. Cependant,
on note une répartition inégale des formes longuekes formes courtes, certainement liée a
des fonctions distinctes. Hormis dans I'hypothalajres récepteurs courts sont environ dix

fois plus abondants que le récepteur long (Ob-Rb).

En raison de I'organisation intracellulaire partiete de son domaine intracellulaire,
Ob-Rb est la forme la plus active du récepteuragtigpe aux mecanismes de transduction
membranaire. |l est présent principalement dansibgsux hypothalamiques (noyau arqué,
noyaux paraventriculaire, ventromédial, dorsomédial aire latérale) (49,109) mais il est
aussi exprimé avec une plus faible intensité dangllupart des tissus (poumons, foie,
pancréas, tube digestif, noeuds lymphatiques, gsndgpophyse, tissu adipeux, muscle et
coeur) (47,84) et dans les cellules du systeme intaien(44,139). Dans I'hypothalamus plus
particulierement il a été démontré que Ob-Rb egirim¥é en grande quantité dans les
neurones du noyau arqué synthétisant le neurogeptidNPY) (8). Certaines études
décrivent la présence de Ob-Rb dans le cervelghadamus, le cortex piriforme, le cortex
cérébral et les cellules épendymaires Quedtricule (8,22).

Durant la gestation, la forme longue est exprimémnsd le placenta, plus
particulierement dans les cellules du trophobladtedans le tissu vasculaire pendant la
période de croissance maximale du feetus (152). féemmment, il a été mis en évidence
dans les bourgeons du godt chez le rat traduisanéventuel role de la leptine dans le

controle de la sensation du gout (148).

Les formes courtes ont également une répartitiole@aNéanmoins il semble que les
formes ¢ et d soient globalement moins exprimées ku forme a (49). Ob-Ra est
particulierement exprimé dans le rein, le poumole gtlexus choroide ou il pourrait avoir un
réle dans le transport de la leptine au traversbaeseres biologiques (cupra— 49,109). I
est également exprimé dans le placenta, plus ph¢tiement pendant les derniers jours de la
gestation, ou il faciliterait le passage de laiteptde la mere au feetus (153). On le retrouve
également dans le tube digestif, le foie, le parie tissu adipeux, I'hypophyse, les gonades
et le cceur (47,84).
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Figure 35 : Interaction de la leptine et du domaine CRH2 de  Ob-R (d'aprés 119).

La leptine est représentée en 3D, les zones bleues représentent les domaines hydrophiles et les
zones vertes les domaines hydrophobes. Les rubans oranges représentent la structure en feuillet § du
domaine CRH2. La liaison CRH2/site 1l met en jeu linteraction hydrophobe entre les résidus leu 13
(hélice A) et leu 86 (hélice C) de la leptine et la région hydrophobe du CRH2 (aca 501 a 505),
notamment leu 504.

Ob-R
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Figure 36 : Modéles d’interaction entre la leptine et sonré  cepteur (d'aprés 174,176).

A : Modele 2 : 2 : Deux molécules de leptine se lient a un diméere de récepteur. La leptine se lie au
domaine CRH2 d'un des 2 récepteurs par son site || de maniére a mettre en contact son site Il avec
le domaine Ig de l'autre récepteur. B : Modéle 4 : 2 : En I'absence de ligand les récepteurs existent
sous la forme de dimeére liés par un pont dissulfure entre les domaines CRH2. La liaison de la leptine
provoque le rapprochement de deux dimeres qui se lient par la formation de quatre ponts dissulfures
entre les quatre domaines FNIIl. Le rapprochement des domaines FNIII permet de positionner
correctement les domaines intracellulaires de maniére a permettre les phosphorylations croisées
nécessaire a I'activation des récepteurs
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La forme f montre une répartition différente (16F)Jle est exprimée en particulier
dans la rate et le thymus et pourrait étre impkgdans les effets de la leptine sur le systéme

immunitaire.

La forme soluble Ob-Re est exprimée par la plugast tissus, notamment par le tissu
adipeux, les gonades, le foie et la rate. Il sengjpie son expression augmente avec I'age
(154). Cette forme du récepteur est impliguée dartsansport de la leptine dans le sang.
Durant la gestation il est exprimé par les celldasplacenta, plus particulierement pendant
les derniers jours de la gestation ou il faciliecamme Ob-Ra le transport de la leptine au
faetus (154).

3. Mécanisme d’interaction de la leptine avec son répeeur

Le mécanisme exact de l'activation du récepteurRBbinduite par le la liaison de la
leptine n’est pas encore connu avec certitudestlinéanmoins établit que la liaison de la
leptine dépend de l'interaction de son site 1l alledomaine CRH2 (Figure 35) du récepteur
et que la transduction du signal dépend de l'icteoa du site Il de la leptine avec le
domaine Ig-like du récepteur. Le domaine FNIIl,rbigue n’ayant aucune affinité pour le

ligand est également essentiel a I'activité bialog du récepteur (50).

Les formes longues et les formes courtes ont laatpde former des homodimeres
liés par des ponts dissulfures. En I'absence datlg60 % des récepteurs sont présents sous
la forme de dimeres et la capacité de dimérisati@st pas modifiée par la présence de
leptine (39). La dimérisation ne semble donc pasraVeffet régulateur sur I'activation du
récepteur.

Chaque Ob-R posséde un site de liaison pour lsneept’hypothése admise jusqu’a présent
décrit la formation d'un complexe ligand / réceptitraédrique mettant en contact le site Il
de la leptine avec le CRH2 et le site lll de 'hame avec le domaine Ig-like (Figure 36.A).

La liaison de la leptine induit des changementsfaramationnels dans la structure des
récepteurs qui se traduisent par la naissancegdalg(39). Mais cette hypothése ne tient pas
compte de I'importance du domaine FNIII dans laéggendu signal. Cette hypothése est
aujourd’hui controversée. Il a été mis en évidemqee I'activation du récepteur dépendait de

la formation d’'un complexe plus volumineux (176& mmodele de liaison de la leptine a son
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récepteur a été reconsidéré, en prenant pour erelmphodéle du récepteur de I'lL6 qui
forme un complexe 2:2:2, composé de deux soussugpd 30, deux sous-unités ILG:Rt
deux ligands et en s’intéressant plus particuliemtnau role du domaine FNIII.

Les deux cystéines du domaine FNIII (cys 672 et)78dnt nécessaires a la
transduction du signal par le récepteur. Pour mieaxprendre le role de ce domaine les
chercheurs ont fabriqué des récepteurs dont le ihengxtracellulaire se réduisait a ce seul
domaine. Ces récepteurs sont capables de se demeérid’activer la voie JAK/STAT dans la
cellule. Linteraction entre les domaines FNIII et donc de positionner les domaines
intracellulaires de sorte que les kinases soiemectement juxtaposées pour permettre les
phosphorylations croisées nécessaires a l'activatles récepteurs. Le méme récepteur
contenant en plus le domaine CRH2 se dimérise nea@ésente aucune activité biologique.
Il apparait donc que la présence du domaine CRél#psse a I'interaction, biologiqguement
active, entre les domaines FNIII.

De cette observation est née un nouveau modéleedintion entre la leptine et son
récepteur, impliquant la formation d’un complexe 2. Dans ce modele, en I'absence de
ligand, les récepteurs Ob-R existent sous la fodmealimere liés par des ponts dissulfures
impliquant le domaine CRH2. La liaison de la leptimduit le rapprochement de deux
diméres de récepteurs et permet le contact erdrddmaines FNIII et la formation de ponts
dissulfures impliquant les cys 672 et 751. Il esulte un complexe actif stable de quatre
récepteurs et deux leptines (Figure 36.B). Ce nauveodele est intéressant car il implique
I'activation de quatre récepteurs par seulementx dieptines (amplification du signal
hormonal). Ceci pourrait permettre d’expliquer coemin la leptine peut induire la
transduction d’'un signal dans les tissus périphi@sqgou la forme longue du récepteur ne

représente que 10% des récepteurs Ob-R a la suidaceellules (174).
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B. Activation intracellulaire et induction des effetsbiologiques

Comme le récepteur Ob-R est un membre de la faoéerécepteurs a cytokines des
voies de signalisation communes ont été recherciieaentifiees. Comme pour les autres
récepteurs de cette famille, la voie JAK/STAT edivée mais d’autres voies de signalisation
ont également été mises en évidence, notammetitvdion de la voie MAPK, de la voie
PI3K et de la voie AMPK.

1. La voie JAK/STAT (Janus Kinases / Signal Transducers

and Activators of Transcription)

Comme le récepteur long Ob-Rb ne possede pas uitéactinzymatique intrinseque
(de type Tyrosine Kinase), les mécanismes de tremisth nécessitent l'intervention de
tyrosine kinases cytoplasmiques appelées Janussé&Sngen particuliers JAK 2), qui
s’associent de maniére non covalente au premierh@nintracellulaire, box 1. Lorsque la
leptine se lie a OB-Rb, JAK 2 autophosphoryle gepnes résidus tyrosyles ainsi que ceux du
domaine intracellulaire de OB-RDb 42§ Yio77 Yi139. La présence de phosphotyrosyles
permet la liaison et I'activation de protéines STA@r phosphorylation de leurs résidus
tyrosyles. Les STAT activées se dimérisent gréleendgise en place d’interactions spécifiques
entre les phosphotyrosines et sont ensuite tramé&sgjusqu’au noyau ou elles interagissent
avec des séquences consensus specifiques de I'’KERNE (. Interferon Stimulating Response
Element) et stimulent ainsi la transcription ddéé#nts genes (51 - Figure 37). L'activation
de STAT 1, STAT 3 et STAT 5 a été décrite, mais @ake de STAT 2 et STAT 4. STAT 5
peut étre activée par le résidu tyrosine phospBdtl77 ou 1138 alors que STAT 3 est activé
uniquement par le résidu 1138 (67).

Cette constatation a permis d’étudier le role dABB dans le signal conduit par la
leptine, en comparant des souris exprimant le téoe®B-Rb déficient en Tyr 1138 (Souris
Lepr**®y aux souris totalement déficientes en récepteauris db/db). Les souris Lepr®®
sont hyperphagiques et obéses mais conservenboaioih de reproduction et une croissance
normale. De plus, elles sont moins hyperglycémiauesles souris db/db et ne présentent pas
d’anomalie de I'expression du neuropeptide Y (us @encipal neuropeptide oréxigene
sécrété dans I'hypothalamus). Il semble que STApaRBicipe a la régulation de la prise

alimentaire et au controle de la masse grasse tansfois intervenir directement sur
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Figure 37 : Schématisation de la cascade réactionnelle JAK / STAT (d’'aprés 51).

La liaison de la leptine & son récepteur permet le positionnement correct des protéines JAK qui
peuvent alors s’autophosphoryler et phosphoryler le domaine intracellulaire de Ob-Rb. Le résidu tyr
1138 phosphorylé permet la liaison des protéines STAT 3 et leur activation. Ces protéines
phosphorylées se dimérisent et migrent vers le noyau ou elles interagissent avec 'ADN et modulent la
transcription des genes cibles.

82



I'expression du neuropeptide Y. STAT 3 ne semble @eir de rble sur le contréle de la
croissance, de la glycémie et de la reproduction.

2. La voie MAPK/ERK (mitogen-actevated protein kinase/

Extracellular-signal-regulated kinase)

Le domaine intracellulaire phosphorylé du récepte@b-Rb, grace plus
particulierement a la Tyrosine 985, permet égalénemhiaison de la protéine phosphatase
SHP-2 (13,174 — Figure 38). SHP-2 activée se li@ protéine adaptatrice Grb-2 qui elle-
méme se lie a une protéine SOS. Cette dernieregpmstinterférer avec une petite protéine G
de la face interne de la membrane, p21 Ras, diviacen favorisant la substitution du GDP
par du GTP. L’activation de Ras est a l'origineptigsieurs cascades réactionnelles a 'origine
des effets pléiotropiques observés. Cette prot@nateragit physiquement avec plusieurs
cibles moléculaires et module leur activité. Presm@gent les PLC spécifigues des
phosphatidyl-inositols, en particulier les isofosfie ainsi stimulées et ancrées sous la face
interne de la membrane catalysent I'’hnydrolyse dessphatidyl-inositols diPhosphates (BiP
membranaires en DiAcylGlycerol (DAG) et Inositoligitosphate (If). Ce dernier diffuse
vers des récepteurs spécifiques de la face extineticulum et entraine I'ouverture de
nombreux canaux calciques. Il en résulte une autatien rapide de la concentration
cytoplasmique de G4 La fixation de C& sur les protéines kinases C (PKC) (isoformef
ety) provoque leur migration vers la membrane plasmiou elles sont activées par les DAG.
Les PKC sont des enzymes multispécifiques qui ystak la phosphorylation de nombreuses
protéines sur des résidus de sérine et de thrédmnPKC catalyse I'activation de JNK (c-
JUN N-Terminal kinase), protéine kinase induite par stress, qui engendre ensuite
I'activation du facteur de transcription c-jun. I[RKC phosphoryle également d’autres
facteurs de transcription tels que c-fos (AP1), y&net c-max (AP2) et l'inhibiteur | du
dimére NFxB qui se transloque alors dans le noyau et se limeaséquence NRE. Les
deuxiemes cibles de ras sont des protéines kirdesdgpe tyrosine kinase (src, raf) ou de
style Ser/Thr kinases (mos). L'activation de cesyares cytoplasmiques conduit a la mise en
place de la voie de la MAPK (MAP Kinase). L’enzymes, €également appelée MAP Kinase
Kinase Kinase Kinase, peut étre stimulée de tra¢®ris complémentaires : interactions des
domaines SH2 de mos avec des domaines analoguess dgohosphorylation des résidus
tyrosyles par des Tyrosines Kinases (src) ; phastatmon des résidus Ser/Thr par la PKC.
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Figure 38 : Schématisation de la cascade réactionnelle MAPK  / ERK (d'aprés 51)

Le résidu Tyr 985 phosphorylé permet la liaison de le protéine SHP-2. SHP-2 interagit avec la protéine
adaptatrice Grb2 et avec SOS ce qui conduit a I'activation de la protéine G membranaire Ras. Ras
activé enclenche une cascade de phosphorylation qui aboutit a I'activation des protéines ERK. ERK
phosphoryle alors des facteurs de transcription comme c-fos. Ces facteurs peuvent alors se lier a des
séquences spécifiques de I’ADN et agir sur la transcription.

La protéine Ras activée catalyse également l'activation de la PLC, ce qui conduit a I'activation de la
PKC. La PKC peut alors phosphoryler de nombreux facteurs cellulaires sur des résidus
serine/thréonine, notamment la protéine JNK qui active le facteur c-jun.
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Cette Ser/Thr Kinase est alors capable a sondeuyphosphoryler et d’activer une
Tyrosine Kinase spécifique, intermédiaire, la praéraf (ou MAP Kinase Kinase Kinase)
elle-méme directement activable par interactiongsigjues avec la protéine G monomerique
ras. La protéine raf active par phosphorylationtgessyles une autre kinase intermédiaire, la
MAP Kinase Kinase (appelée MEK) qui agit directemsur les MAP Kinases ou les ERKs
par son activité Tyrosine Kinase. Les ERKs sonpaasables de la phosphorylation et de
I'activation des facteurs de transcription de typRl (c-fos, egrl) qui se fixent sur des
séquences AP1 boxes et activent la transcriptiogedes impliqués dans la prolifération et la
différenciation cellulaire (Figure 38). Les MAPK 28t p42/p44 inductibles/activables par un
stress thermique, osmotique ou les cytokines (SABHess Activated Protein Kinases)

également activées conduisent a la phosphoryldtiore autre AP1, c-jun.

Il existe donc une activation simultanée de deuiesa’activation cytoplasmiques,
celle de la PKC et celle dela MAP Kinase, médiéacpalement par la protéine
monomerique ras.

De plus I'existence de kinases intermédiaires $ip@es régulables directement (mos)
ou indirectement (raf) par la PKC constitue desdes d’amplification de ces cascades
réactionnelles qui aboutissent a I'activation dé&rknts facteurs de transcription (AP1,

AP2, NF«B) impliqués dans les programmes de prolifératioteedifférenciation cellulaires.

Contrairement a la voie JAK/STAT, la voie ERK pewissi étre activée par la forme
courte du récepteur, Ob-Ra (51). Dans ce cas @ipppSHP-2 est phosphorylée directement
par JAK. Cependant le signal conduit par Ob-Rareshs efficace que celui conduit par Ob-
Rb.
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Figure 39 : Schématisation de la cascade réactionnelle PI3K  (d'aprés 51).

Le résidu Tyr 985 phosphorylé permet la liaison des protéines IRS. IRS phosphorylé catalyse
I'activation de la protéine PI3K par I'intermédiaire de sa sous-unité régulatrice p85. La PI3K activée
permet l'activation de la PKB. PKB peut alors activer la PDE3B ce qui induit une diminution de la
concentration intracellulaire d’AMPc. PKB agit aussi sur les enzymes du métabolisme glucidique : elle
active la GSK3 et la PFK2. Elle stimule la translocation de GLUT 4 vers la membrane et active le
PDE3B qui induit la diminution de la concentration intracellulaire d’AMPc.

L'activation de PI3K induit aussi I'ouverture de canaux membranaires K+ATP dépendants.
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3. La voie PILK/PDE3B/AMPc (phosphatidylinositol-3
Kinase/ phosphodiesterase 3B/AMPCc)

La voie PiK est la voie typiguement impliquée dans les astiae I'insuline.
L’activation de la voie RK par la leptine est un point de croisement eng® @deux voies
métaboliques (51).

La liaison de la leptine & son récepteur permatedruter IRS 1 et 2 et de les activer
grace a l'établissement d’interactions avec lessphoTyrosyles de Ob-Rb. Les protéines
IRS activent la BK en interagissant avec sa sous-unité régulap®, PiK catalyse alors la
formation de phosphatidyl-inositol-(3,4)-diphosghat —(3,4,5)-triphosphate membranaires
responsables de I'activation allostérique des kisaBKD1 et 2 (kinases phosphoinositol
dépendantes 1 et 2) et de 'ancrage membranaite B&B. Apres phosphorylation par les
PKD1 et 2, la PKB catalyse la phosphorylation dé&dentes protéines sur des résidus serine
et thréonine, notamment des enzymes impliquées tRnmétabolisme glucidique. La
glycogéne synthétase kinase (GS3K) et la phospttokinase 2 sont activées ce qui
provogue une stimulation de la glycolyse et delyaagénogénéese. La PKB active également
le transport de GLUT 4 vers la membrane. Elle gatalenfin l'activation de la
phosphodiesterase 3B (PDE3B) responsable de I'lygirale la liaison phosphodiester de
'AMPc ce qui induit une chute du messager intriataire et une accumulation de 'AMP
(Figure 39).

Néanmoins I'activation de la voie Rl par la leptine ne régule pas aussi intensément
la GS3K que l'insuline. Par contre elle permetderutement efficace de GLUT 4 vers la
membrane dans les cellules musculaires (51).

Bien que les points de croisement entre les actlerldnsuline et de la leptine ne sont
pas encore bien définis, I'implication de la ménaéewde signalisation dans la cellule laisse
entrevoir une importante coopération entre ces deommones dans la régulation du

métabolisme glucidique.

La phosphorylation de EM peut aussi induire I'activation de canaux poitgisss
membranaire ATP dépendants, ce qui induit une Ipgba@rsation de la membrane
cytoplasmique. Cette voie a été mise en évidenos s cellules isolées des insulinomes,
dans les cellules isolées des flots de Langerhardams les neurones hypothalamiques
glucose-sensitifs.
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Figure 40 : régulation du signal leptine par les protéines S  OCS (d'apres 46).

A - Stimulation aigue du récepteur : I'activation de STAT3 induit I'expression de SOCS3. SOCS3
inhibe la phosphorylation de STAT3. B - Stimulation chronique : Accumulation de SOCS3 dans la
cellule. SOCS3 peut alors se lier a JAK2 ce qui inhibe la phosphorylation et I'activation de la totalité du
récepteur.
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Figure 41 : Internalisation des récepteurs activés : régula  tion par diminution du nombre de
récepteurs membranaires (d'apres 51)
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En permettant la phosphorylation de Bh IR, I'activation de la PK conduit a une
diminution de la concentration intracellulaire d& &t donc de celle de €zetin fine & une
diminution de l'activité de la PKC. Ainsi il esttéressant de constater que la leptine peut
avoir un effet activateur ou inhibiteur sur la PIs€lon la voie de signalisation activée, ou
lorsque les 2 voies sont possibles dans la cetlible, a la mise en place d’'une régulation

négative du signal hormonal.

4. Lavoie AMPK (5’-AMP-activated protein kinase)

La leptine stimule I'oxydation des acides gras damauscle. Cet autre rGle met en jeu
une autre voie de régulation impliqguant TAMPK. IMPK est impliquée dans la régulation
de la prise de nourriture, en réponse a la disjddéides nutriments et aux agents hormonaux
comme la leptine. L'activation de 'AMPK est un s& ordonnant de favoriser les voies
cataboliques par rapport aux voies anaboliqueségonse a une chute du rapport ATP/AMP.
Dans le muscle squelettique la leptine entraine amgmentation de 'AMPc et active
sélectivement la sous-unité catalytign® de 'AMPK (51). Il en résulte une stimulation de
I’ oxydation des acides gras par blocage de I'acéifl-carboxylase (ACC) et activation de
la carnitine palmitoyl-transferase 1 (CTP1).

La voie par laquelle la leptine induit une augmBoia de la concentration
intracellulaire d’AMPc et active TAMPK n’est pa®enue a ce jour. Cependant I'activation
directe de 'AMPK par la leptine expliqgue, au moars partie, son rble dans la stimulation du

métabolisme oxydatif dans le muscle (ofra).

5. Les voies de régulation intrinseques du signal leipie

Le signal leptine est contr6lé négativement parpletéines SOGS(Suppressors of
Cytokine Signalling) (13,51). SOG®st un membre d’'une famille d’inhibiteurs indutei
comprenant également les protéines CIS (cytokidadible sequence), SOGSt SOCS
Ces petites protéines contiennent un domaine SH2atejui leur permet de se lier a un motif
de cing acides aminés contenant un résidu tyrosine phosphogyI&XX), présent dans les
protéines JAK. Ces protéines ont également en commuwomaine C terminal de 40 acides

a aminés, la SOCS Box, qui pourrait jouer un roletecteur vis-a-vis de leur dégradation
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cytosolique (14). Plusieurs membres de la famiéde dytokines (IL6, LIF, GH) induisent la
transcription de un ou plusieurs genes CIS et SQSl activation de la voie JAK/STAT
(13). Dans le cas de la leptine c’est I'activatéthnfacteur de transcription STATGui induit
I'expression de SOGSJans la cellule (Figure 40.A). SO lie par son domaine SH2 au
niveau du résidu tyrosyle 1138 phosphorylé du récepOb-Rb. Cette liaison induit
I'inhibition de la phosphorylation de STATPar contre la liaison de SOC&1a Tyr 985 n'a
aucun effet sur les autres voies de signalisa®CS représente un mécanisme de retro-
régulation du signal STAT lors de la stimulatiomis du récepteur. Si la stimulation du
récepteur se prolonge SOL£Saccumule dans la cellule. Il semble que danscoeslitions
SOCS soit capable de se lier a JAK2 et d’inhiber sagphorylation. Par cette voie SOLS
inhibe I'activation du récepteur et donc toutesves détaillées préecédemment (46) (Figure
40.B). Les souris déficientes en protéines SOCS lsgpersensibles a la leptine et résistantes
a I'obésité induite par un régime hypercaloriques Iprotéines SOCS permettent de moduler
la sensibilité des cellules a la leptine en fonctide l'intensité de la stimulation des
récepteurs. Cependant si la stimulation des régeptest permanente, I'accumulation de
SOCS dans la cellule se traduit par une inhibition @&t durable de la phosphorylation des
récepteurs et donc de la transduction du signalladéeptine. Ce modele permettrait
d’expliquer le phénomene de résistance a la legfinepparait chez les obéses, qui ont une

leptinémie élevée en permanence.

La phosphatase PTP1B (protein tyrosine phospha®sesprésente une autre voie de
régulation du signal leptine (51,174). La PTB1 rewit une séquence spécifique (EfD)-
pY-(R/K) présente sur la protéine JAK2. PTP1B catalya déphosphorylation des résidus
tyrosines de JAK2 et inhibe donc la transductiorsidmal. Les souris déficientes en PTP1B
sont hypersensibles a la leptine et résistantexdadité induite par un régime hypercalorique
comme les souris déficientes en SOCS. La PTP1Bexgstimé exclusivement dans le
réticulum endoplasmique. Le mécanisme de l'intévactntre PTP1B et Ob-Rb est inconnu,

mais il semblerait qu’il implique I'internalisatigoréalable du récepteur dans le réticulum.

La régulation du signal leptine dépend égalementaddiminution du nombre de
récepteurs membranaires (51). Ce mode de régulagincommun a de nombreuses
cytokines. Les complexes hormone-récepteur somrnatisés apres phosphorylation de
I'extrémité Ct du récepteur, dans des vésiculesv&tement de clathrine (Figure 41). Le

récepteur est ensuite catabolisé dans les endosmnresyclé a la surface de la cellule. Selon
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certains auteurs la forme longue du récepteur eéfémentiellement dégradée apres
internalisation contrairement a la forme courte @sti plus souvent recyclée. Ceci pourrait
aussi expliquer le phénomene de résistance a landegui s’installe chez les sujets

hyperleptinémiques.

La leptine est une hormone polaire qui participe da régulation de nombreuses
fonctions cellulaires, dans la totalité de I'orgarsme, par l'intermédiaire de la forme
longue de son récepteur, Ob-Rb. Une des formes coes, Ob-Ra, est également
largement exprimée et semble participer au transpdr de la leptine a travers les
barrieres biologiques, notamment la barriere hémateméningée, alors que la forme
tronquée (Ob-Re) participerait au transport de I'hormone dans le sang.

Pour agir dans les tissus cibles la leptine est calple d’enclencher plusieurs voies
de transduction intracellulaires. Les principalesvoies sont JAK/STAT3, MAPK/ERK,
PI3K et AMPK. Le signal leptine est régulé négativment par I'induction de SOCS, par
PTP1B et par linternalisation des récepteurs actigs. En situation de stimulation
chronique des anomalies dans ces mécanismes de odlet sont responsables de
I'inactivation des récepteurs et conduisent a ungésistance a la leptine observée chez les
sujets hyperleptinémiques (expression privilégiée des fores courtes activées du

récepteur, accumulation des protéines SOGShyperactivation de PTP1B).
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Figure 42 : Les noyaux hypothalamiques impliqués dans 'homé ostasie énergétique (d’'aprés
164)
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Figure 43 : Interactions entre les noyaux hypothalamiques imp liqués dans la régulation de

I’'homéostasie énergétique (d’'apres 164).

Les projections du noyau de premier ordre vers les noyaux de second ordre sont représentées en
vert ; les projections entre les noyaux de second ordre sont représentées en bleu. NA : noyau arqué ;

NPV : noyau paraventriculaire ; NDM : noyau dorsomédian ; NVM : noyau vetromédian; LH : aire
latérale de I'hypothalamus.
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ll. Les rbles de la leptine

Les modéles murins de déficience en leptine (soobi&b) et de déficience en
récepteur Ob-Rb (souris db/db, rats fa/fa) ont emenvisager précocement les réles de
cette hormone. Ces souris présentent un phénobgmeaaractérisé par une augmentation de
la prise alimentaire et une diminution de la dépegsergétique, se traduisant par une
diminution de la consommation d’oxygéne et un dtfaypothermie (20). L'administration de
leptine exogéne aux souris ob/ob entraine une tiéduda prise alimentaire et une
augmentation de la dépense énergétique qui seittizatuune réduction rapide de la masse
corporelle (62). La leptine semble donc jouer ure rinajeur dans le maintien de
’'hnoméostasie énergétique, mais ce n'est pas sah réée. Les souris ob/ob et db/db
présentent en plus plusieurs déséquilibres hormgonaotamment une hyperglycémie
associée a un diabete insulinorésistant, une ilitierassociée a un hypogonadisme et une
hypercortisolémie (20,74). Elles présentent en phless systemes immunitaires et
hématopoiétiques défaillants (48), ainsi qu’'unenaerigation de la masse osseuse (37) ce qui
laisse entrevoir la diversité des roles de cettenbae.

A. Rble dans le maintien de 'homéostasie énergétique

1. Action centrale : régulation de la prise alimentaie

a) L’hypothalamus: centre de régulation de [I'homéostaie

énergétique

L’hypothalamus est le site majeur d’intégration dggaux centraux et périphériques
concernant I'état de la balance énergétique deydimsme. C’est une structure cérébrale
fortement irriguée qui peut facilement étre infoemdes variations des concentrations
plasmatiques des facteurs circulants ayant uninédemateur sur I'état des réserves, comme
I'insuline, la leptine et les nutriments.

L’hypothalamus est divisé en noyaux (Figure 42)s Lmoyaux impliqués dans
’'homéostasie énergétique sont le noyau arqué (MApoyau paraventriculaire (NPV), le
noyau dorso-médian (NDM), le noyau ventro-médial N et I’hypothalamus latéral (LH).

Le NA est appelé noyau de premier ordre, car dgrg directement les signaux périphériques,
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tandis que les autres noyaux sont des noyaux a@mdeurdre : ils recoivent les informations

du NA et produisent des messagers chimiques (neptioies oréxigenes et anoréxigenes) qui
modifient I'activité du systeme nerveux autonomia ae corriger éventuellement la balance
énergétique. lls sont aussi capables d’interagireerux (Figure 43). Des expériences
d’ablation sélective de ces noyaux ont montré @ud\YM pouvait étre considéré comme le

« centre de la satiété » et le LH comme le « catdra faim ».

b) Peptides hypothalamiques (Figure 44)

Les principaux peptides orexigenes produits pamksones du noyau arqué (NA)
sont le Neuropeptide Y (NPY) et I'’Agouti-relatedppie (AgRP).

Le NPY est un peptide de 36 acideaminés appartenant a la famille des peptides YY
(164), fortement conservé chez les vertébrés. LR@Rt un peptide assimilable a I'agouti
(peptide exclusivement présent dans le derme degeuws et jouant un rble dans la
pigmentation).

La production de ces deux peptides orexigénes autgmjiste avant la prise
alimentaire et diminue au fur et a mesure que ehise nourrit, et elle est fortement
augmentée par une situation de jedne.

Les neurones des noyaux NVM et NDM sont égalemaptliles de synthétiser ces
deux peptides oréxigenes. Les cellules neurosémetde ces trois noyaux (NA, NVM,
NDM) se projettent dans les deux autres noyaux tigbamiques impligués dans la
régulation de la prise alimentaire, le NPV et lmed.H. Les neurones ainsi stimulés de la
zone LH sécretent en conséquence d’autres peptidggienes (la MCH et les orexines A et
B) (164) qui conduisent a une augmentation deitee@imentaire. La forte production de ces
orexigenes puissants par la zone LH justifie squebgtion de « centre de la faim ». De plus,
la MCH (Melanin Concentrating Hormone) libérée démsirculation générale présente des
actions hormonales symeétriques et amplifie en @arér la sécrétion de leptine. Les orexines
A et B participent également a la régulation dellaée du repas, et interviennent dans le
controle de I'éveil et de la locomotion. Le circupliguant les neurones NPY/AgRP des
centres NA, NVM et NDM d’une part et les neurondd@H/orexines A et B de la zone LH
d’autre part constitue un circuit orexigene majgugure 44.A).

Un autre neuropeptide, le 26 Rfa (appartenantfantdle des Rfamides peptides), est
exprimé par les neurones du LH et du NVM et comstitn puissant orexigene chez la souris

(137), mais ses roles précis demeurent encore fmuson
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Dans le NPV, NPY et AgRP inhibent la production@iRH (Corticotropine Releasing
Hormone) et de TRH (Thyrotropine Releasing Hormpe) contrdlent essentiellement les
axes endocriniens corticotrope et thyréotrope et donc a l'origine d’actions périphériques
sur les métabolismes glucidique et lipidique.

Par contre la stimulation de ces mémes neuronesd’patres peptides qualifiés
d’anorexigenes (POMC, MSH CART/GALP (Galanine Like Peptide)) (137,164) émpaént
produits dans le NA induit une augmentation dertalpction de ces messagers hormonaux et
donc des effets périphériques contraires. En ol#r€RH est un puissant anorexigene (137),
par conséquent sa production conduit & la miselarepd’'un circuit anorexigéne (Figure
44.B).

La POMC (propiomélanocoine) est un peptide préeursidnt la maturation dans
'encéphale et dans I'hypothalamus conduit a lamftion de MSH (Melanocortine
Stimulating Hormonex) qui appartient a la famille des mélanocortinedeetCART (cocaine
and amphetamine related peptide). La MStdit par le biais de récepteurs MCR3 et MCR4
sur les neurones du NPV, du NDM et de la zone L&#t(1Dans le NPV, la MSilamplifie
considérablement la production de CRH et s’oppase dux effets du NPY/AgRP. C’est en
exacerbant la production de CRH que la MS#terce des effets anorexigénes car le blocage
des récepteurs du CRH supprime les effets de d&H la prise alimentaire (137).

En revanche, MSHl stimule la synthese de BDNF (Brain-Derivated Né&wghic
Factor) (88) par les neurones de la zone LH regies également de la production des
orexigénes majeurs (MCH et orexines A et B) etgearx du NPV et du NVM. Or le BDNF,
membre de la famille des neurotropines, est unexiggne majeur. Dans la zone LH, il existe
donc une véritable compétition entre les signawexigenes (NPY, AgRP) et anorexigenes
(MSHa) émis par le NA qui aboutit respectivement au eléchement d’un circuit orexigéne
(MCH, orexines A et B) ou d'un circuit anorexige(@DNF). Toutefois, la production de
BDNF est essentiellement assurée par le NVM. L'aistiation centrale ou périphérique de
BDNF entraine une diminution de la prise alimemtaét une augmentation de la dépense
énergétique. Son expression dans le NVM est fomemeduite par le jelne. De plus les
souris n‘exprimant pas ce facteur sont hyperphagicet obeses. Le réle de BDNF sur la
régulation de la prise alimentaire semble donc grifial, c’est pourquoi c’est a ce jour un
bon candidat permettant d’expliquer le r6le de rtreede la satiété » du VMH.
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Figure 44.A : Mise en place des circuits Figure 44.B _ : Mise en place des circuits
orexigenes hypothalamiques anorexigenes hypothal amiques

NPV : noyau paraventriculaire ; NDM : noyau dorsomédian ; NVM : noyau vetromédian; LH : aire
latérale de I'hypothalamus, NPY : neuropeptide Y ; AgRP : Agouti-Related peptide ; 26 Rfa : Rfamide
peptide 26 ; MCH : Melanin-concentrating-hormone ; TRH : thyreotropine releasing hormone ; CRH :
corticotropine releasing hormone ; MSHa : melanocyte stimulating hormone a ; GALP : galanine like
peptide ; BDNF : brain-derivated neurotrophic factor ; CART : cocaine and amphetamine related
peptide.
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Quant au CART, il a initialement été décrit commmraxigene mais de récentes
études ont montré que la surexpression de CART uisaitl a 'augmentation de la prise
alimentaire et du poids (137). Son role dans laleggpn de la prise alimentaire n’est donc
pas encore bien compris a ce jour.

Cette liste n’est pas exhaustive et il est ceraia d’autres facteurs hypothalamiques
agissant sur la prise alimentaire restent a déagwependant elle donne un apercu de la
complexité de la réponse de I'’hypothalamus a uéglékbre dans la balance énergétique. Le
mode d’action de ces messagers sur le SNC etdesi@s périphériques n’est pas établi. Leur
sécrétion aboutit a une modulation de la dépensegétique et de la prise alimentaire
permettant de rétablir ’homéostasie énergétique.

Les productions peptidiques du noyau arqué pernteliemise en place de circuits
orexigénes et anorexigenes par coordination de rdedugtion des autres noyaux
hypothalamiques (Figure 44 A. et B.). Il existe mpamséquent une régulation interne
orchestrée par le NA entre les deux populationsamalies responsables de la production de
NPY/AgRP ou de celle de MSHON a montré que les neurones a NPY se projetezatles
neurones a POMC, et ont une action inhibitriceceux-ci par I'intermédiaire de leur activité
GABA (40).

c) Action directe de la leptine sur I'hnypothalamus

Les souris déficientes en leptine (ob/ob) et lagrisadéficientes en récepteur Ob-R
(db/db) sont hyperphagiques et obéses. Une adnaitigst réguliére de leptine aux souris
ob/ob est suivie d'une diminution de la prise almagre accompagnée d’'une réduction du
poids, l'injection centrale de leptine étant beayrcplus efficace que l'injection périphérique.

Le récepteur Ob-Rb est fortement exprimé dans bhyglamus, plus particulierement
dans le noyau arqué. Il est exprimé par les nesrandPY/AgRP et les neurones a POMC
qui sont donc des cibles directes de la leptines ddnypothalamus. La leptine inhibe les
neurones a NPY par hyperpolarisation et stimulenksrones a POMC par dépolarisation
(40). Elle reduit également la sécrétion de GAB#r fes terminaisons axoniques des
neurones a NPY et donc leve I'inhibition des neesoa POMCDe cette maniére la leptine
stimule le signal anorexigéne et inhibe le signatexigene(Figure 45)
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Figure 45 : Régulation par la leptine des circuits orexigéne s et anorexigenes hypothalamiques

NA : Noyau arqué ; LH : Hypothalamus latéral ; NPV : Noyau para-ventriculaire ; NVM : Noyau ventro-
médian ; P1: population neuronale a NPY/AgRP ; P2: population neuronale a POMC; NPY:
neuropeptide Y ; AgRP : Agouti-Related peptide ; GABA :; POMC : Proopiomélanocortine ; CRH :
corticotropine releasing hormone, Ob-Rb : récepteur de la leptine
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Il a longtemps été admis que ces modifications ddgent de la voie de signalisation
JAK/STAT. Effectivement I'expression de STAT 3 & étise en évidence dans ces neurones.
Cependant de récentes études utilisant des saypramant un récepteur muté, incapable
d’activer STAT 3, ont montré que la régulation txpression de NPY ne dépendait pas de
STAT 3 (67). La leptine active donc une autre \@a@s ces neurones. L’hypothése admise a
ce jour fait intervenir la voie de signalisatiorBRIPDE3/AMPc. En effet il a été montré que
la diminution de la concentration intracellulairdBlPc inhibe les neurones a NPY (137) et
que lactivation de la voie PI3K active des canaux<K® ATP dépendants (51). Cette
hypothése est particulierement intéressante carrefirésente une voie commune d’action
pour I'insuline et la leptine dans ces neurones.

La leptine agit aussi sur les autres neurones gques dans la régulation de la prise
alimentaire. Notamment elle stimule la sécrétionGhe_P dans le NA (88), la sécrétion de
CRH dans le NPV et la sécrétion des neurotensit@®s Par ailleurs elle inhibe la sécrétion
des oréxines et de MCH dans la zone LH (136). Aucavail n'a été réalisé pour mettre en
evidence les récepteurs de la leptine sur les nesrsécrétant ces peptides. Cependant ces
peptides semblent étre les principaux effecteurdadieptine. Par exemple le blocage de
'action des neurotensines par l'antagoniste sppmf de leur récepteur réduit I'effet
anorexigene de la leptine (10). L’hypothese la glusbable est que la leptine agit sur la
sécrétion de ces peptides indirectement, via lediffoations qu’elle induit sur les sécrétions
de MSHx et NPY dans le NA. Cependant une action directeeasisageable et reste a

explorer.

Le mode d’action de la leptine sur la régulation laeprise alimentaire n’est pas
parfaitement établi a ce jour, certainement cariésractions neuronales impliquées dans
I’'homéostasie énergétique dans I'hypothalamus ennbre mal comprises. Il est par contre
certain que la leptine agit directement sur lesrorees a NPY et a POMC dans le NA. On
peut supposer que c’est en jouant sur la sécrddares deux médiateurs que la leptine régule
négativement la prise alimentaire et controle extement la balance énergétique au niveau

central.
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2. Roles de la sécrétion stomacale de leptine : genéde

phénoméne de satiété

a) ROle dans I'absorption des nutriments

La leptine sécrétée par I'estomac arrive dansetih sous forme active, ou elle
circule sous forme libre et sous forme liee a dexromolécules (23,25). Par ailleurs le
récepteur Ob-Rb a été mis en évidence sur la berdorbrosse des entérocytes. Comme
I'intestin est le site principal de I'absorptionsdeutriments, qui met en jeu des procédés de
transport passifs, facilités ou actifs, selon leature, la leptine sécrétée par I'estomac joue un
réle direct sur I'absorption des nutriments damgd'stin.

Elle favorise I'absorption des dipeptides et depeptides dans le jéjunum via
'augmentation du nombre de transporteurs Peptidl surface des entérocytes (25 - Figure
46). Pept 1 transporte spécifiguement les dipeptide la lumiere de l'intestin vers le
cytoplasme des entérocytes ou ils peuvent étreadégren acides aminés grace a une
dipeptidase. Cette action a court terme de larleptsulte essentiellement de la mobilisation
du stock intracellulaire de Pept 1 vers la membm@asmique des entérocytes.

La leptine favorise également I'absorption du baigrdans le cblon (23,25). Les
sucres complexes contenus dans les fibres sonadiEgypar fermentation en acides gras a
courte chaine, notamment en butyrate. Le butyrsttéaesource principale d’énergie pour les
colonocytes. Le transport actif du butyrate estigspar le transporteur de monocarboxylates
de type 1 (MCT-1). La leptine favorise I'absorptida butyrate par augmentation du stock
intracellulaire des transporteurs et par mobilatle ceux-ci vers la membrane plasmique.

En permettant I'assimilation intestinale des dijpbgst et leur dégradation en acides
aminés, la leptine participe directement a I'ésg@ment du signal de satiété. En effet, les
variations des concentrations en acideaminés dans le plasma et secondairement dans le
liquide céphalo-rachidien stimulent directementctidté du NVM, centre de la satiété
(théorie amino-peptidique) (25) (Figure 46).
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b) Controle des signaux sensitifs afférents (nerf vagu X)

Des récepteurs Ob-Rb sont exprimés par les neundsesro-sensitifs afférents du
nerf vague (X) dans le ganglion plexiforme (122)j gssurent la conduction des signaux
issus de la partie proximale du tractus digest#fgjuiau noyau du tractus solitaire puis
jusqu’au noyau paraventriculaire (NPV) de I'hypd#éimaus. Le signal est également transmis
au noyau moteur dorsal du nerf X qui assure leréparasympathique du tube digestif, ce
qui constitue le réflexe vago-vagal (23 — Figure. 46 plupart des neurones afférents
possédant Ob-Rb expriment également le réceptela deolécystokinine (CCK). La CCK
est une hormone sécrétée par les cellules | dedlim en réponse a une augmentation des
concentrations en acides gras et en peptides daig/ine, et qui intervient dans la genése du
phénomene de satiété en stimulant les fibres sessitilu X. La coexpression des récepteurs
de la CCK et des Ob-Rb suggere I'existence d'uteragtion entre ces deux hormones. Il a
été montrén vitro que la CCK activait les neurones afférents enwgtéint I'ouverture de
canaux Na(dépolarisation) et que la leptine agissait sumiésnes neurones en fermant les
canaux potassiques ce qui prévenait la formationelonde d’hyperpolarisation (122). Il y a
donc installation d’'une synergie entre ces deuxniomes conduisant a une dépolarisation des
neurones sensitifs et donc a une stimulation careség du nerf vague. Néanmoins, on ignore
encore si les actions de la leptine et de la COM s&duites au contréle d’un type de canal
ionique ou peuvent s’exercer sur les deux typesadaux.

D’autre part, la leptine sécrétée dans la lumiggesdive amplifie la sécrétion de CCK
(60), par les cellules intestinales, qui a son ttaworise I'exocytose de la leptine par
dégranulation des vésicules de sécrétion. Ces li@umones agissent donc aussi précocement

dans le tractus digestif de facon synergique péuerer un signal de satiété.
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3. Action périphérique : régulation des métabolismes
glucidique et lipidique

Les principaux tissus périphériques cibles de latine sont le tissu musculaire
caractérisé d’'un point de vue biochimique par umentation des métabolismes glucidique et
lipidique vers la production d’énergie, et le tismlipeux caractérisé par une orientation du
métabolisme vers la constitution de réserves pielerhent énergétiques (29).

Dans le tissu musculaire, la reconnaissance deptineé par son récepteur Ob-Rb
conduit a une activation cytosolique commune aliesuline médiée par la voie X ainsi
gu’'a une activation de 'AMPK (cfsupra — Figure 47). La stimulation de la voiesRI
entraine I'activation des enzymes impliquées dargyicolyse (PFK) et la glycogénogénése
(Glycogéne Synthase) ainsi que la translocation lonenaire du transporteur spécifique du
glucose, GluT4. En outre, cette voie métaboliquempé I'amplification de la traduction
protidique par induction des facteurs glfet elle (cf. suprg. L'activation de 'AMPK
participe également a la translocation de GluT4smsai traduit principalement par une forte
régulation du métabolisme lipidique. Cette enzymhikie I'AcétylcoA carboxylase qui
intervient dans les premiéres étapes de la lipageret active la Carnitine-Palmitoyl-
Transferase | (CPT1) qui assure la formation ttaisi des esters de d’acyl de carnitine dans
la membrane mitochondriale et donc la pénétratematides gras a longue chaine (palmitate)
dans le compartiment mitochondrial. Globalemenliplagenese est inhibée au profit dgiia
oxydation mitochondriale, ce qui limite I'accumutast des AGNE (Acides Gras Non
Estérifiés) dans le cytoplasme et donc l'instadlatdes mécanismes d’insulinorésistance. En
effet, les AGNE en excés induisent 'augmentatiogs dapports AcylcoA/CoA-SH et
NADH,H*/NAD™ Dans ces conditions (excés dacyles ou de NADM,Ha pyruvate
déshydrogénase et la citrate synthase sont irhilbéequi diminue respectivement la
formation d’acétylcoA et son utilisation dans leclkey de Krebs. En conséquence,
I'oxaloacétate s’accumule et en paralléle les emsyme la néoglucogenese sont activées,
celles de la glycolyse inhibées. La formation destphosphoriques du glucose se retrouve
privilégiée et leur accumulation bloque I'entréegliucose exogéene dans la cellule musculaire
par application de la loi d’action de masse. Ersple ces régulations allostériques de la

néoglucogenese et de la glycolyse, il a été récethd@montré que les AGNE bloquaient
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Figure 47 : Effets de la leptine sur la régulation périphériq ue de I’homéostasie énergétique :
actions sur les tissus musculaires et adipeux
AGNE : acide gras non estérifié
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directement la translocation de GIluT4 et favorisai¢activation de la PKC et la
phosphorylation consécutive des résidus Ser/ThiRig@se qui empéchait I'établissement des
interactions IRS/ BK indispensables a l'activation de cette enzymensiAil'accumulation
d’AGNE géneére un état d’insulinorésistance en fesamt 'accumulation cellulaire des esters
phosphoriques du glucose, en inhibant la pénéiratio glucose exogene et en limitant son
utilisation périphérique (glycolyse, glycogénese).

Dans le tissu adipeux, la leptine induit I'expressdes protéines de la thermogenése
(UCP1 et 2), et des enzymes lipolytiques (lipopgr&tdipase, lipase hormonodépendante) et
réprime celle des enzymes de la lipogenése (acdtyt@rboxylase, acylsynthase) grace a
I'action des STAT. De plus, I'expression du coaateur 1 du PPAR amplifiée par cette
hormone, provoque une intensification de la biogendes mitochondries et I'activation de
I’AMPK. Ainsi, comme dans le tissu musculaire, i@due de I'activation des STAT puis de la
voie AMPK, la leptine amplifie I'oxydation des aesl gras et réprime la lipogenese (Figure
47).

En revanche, dans le tissu adipeux, elle inter@rec le signal insulinique en
diminuant la liaison de l'insuline a son récepteamqui aboutit a une limitation de I'utilisation
périphérigue du glucose (capture du glucose, giyatien des lipides) dans l'adipocyte et

une possible accumulation de I’hexose dans laleellu

La leptine agit également au niveau du foie dagsél elle s’oppose a I'accumulation
des graisses, principalement en inhibant la trgrtsan de I'enzyme steroyl CoA desaturase 1

(SCD 1), qui catalyse la biosynthése des acidesmgomo-insaturés (36).

La leptine participe a la régulation périphérigde I'homéostasie €nergétique en
favorisant les voies oxydatives du métabolisme @dtaque dans les muscles et les
adipocytes. De plus, elle réduirait partiellemerst tisques d’insulinorésistance en s’opposant

a I'accumulation cytosolique des AGNE.

De nombreux faits semblent indiquer en plus I'etse d’'un effet inhibiteur direct de
la leptine sur la sécrétion d'insuline (145,172pslLcellulesp des flots de Langerhans
expriment le récepteur Ob-Rb et il a été démontré Ia leptine a un effet inhibiteur sur
I'expression du gene de la proinsuline par I'intédmire de I'induction des protéines SOCS3

(cf. suprg. La transcription du géne de la sous-unité ctitplg Ppplca de I'enzyme PP-1
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(Protéine Phosphatase 1) est également inhibéagb@n des protéines STAT, ce qui se
traduit par une diminution de l'activité de I'enzgndont résulte une diminution de la
concentration de Gaintracellulaire et donc une diminution de la séoréd’insuline (145).
Cependant les expériences ayant permis de mettrei@ence ces effets de la leptine utilisent
des concentrations de leptine 10 fois supérieunescancentrations physiologiques et les
résultats obtenum vitro, a concentration physiologique sont inconsistasitfiien que ces
données sont controversées par certains autewts (1€anmoins une étude récente a permis
de montrer qu’'une augmentation physiologique déepdinémie chez le ran vivo réduit
significativement I'insulinémie (24,172)

La leptine semble exercer un contréle physiologigur la sécrétion d’insuline a long
terme sans interférer avec les signaux régulateomurt terme comme le glucose (145). Elle
pourrait constituer un signal du tissu adipeuxpancréas permettant d’adapter la sécrétion
d’insuline aux besoins déterminés par les résdipgbques. Par ailleurs l'insuline exerce un
contrdle positif sur la sécrétion de leptine &fpra. Il semble donc exister un véritable axe
de régulation entre le tissu adipeux et le panci@gelé « axe adipo-insulaire ». Néanmoins
méme s’il est certain que la leptine a un effeéatiisur la sécrétion d’insuline, I'importance

de cet effet dans les conditions physiologiqueerdsficile & déterminer.
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4. Régulation centrale de la dépense énergétique et

adaptation au jelne

Les souris déficientes en leptine présentent umendition du métabolisme de base et
des anomalies dans différents axes neuroendodtimggotrope, gonadotrope, somatotrope,
corticotrope), orientant le métabolisme vers I'émoie d’énergie (20,32). L’administration
de leptine exogene a ces animaux se traduit par stineulation du systeme nerveux
sympathique et une normalisation de ces axes nedmognes entrainant une augmentation
rapide de la dépense énergétique.

La leptinémie permet d’'adapter la dépense métalmligiobale a la disponibilité
énergétique, c'est-a-dire a la quantité d’énergigodée par I'alimentation et a I'état des
réserves eénergétiques. L’hypoleptinémie se tragait une diminution du métabolisme,
permettant a 'organisme de faire face a une simate jeline, et I'hyperleptinémie se traduit
par une augmentation du métabolisme, permettartilisén I'énergie excédentaire et de
limiter 'accumulation des réserves. L'euleptinéndei traduit un équilibre entre les apports
et les besoins de l'organisme et un état physiqlagides réserves adipeuses, constitue un

signal permissif pour une fonction colteuse engiaera fonction de reproduction.

a) ROle dans la régulation de I'activité du systéme meeux
sympathique

L’administration de leptine exogéne provoque ungnaentation de Il'activité du
systéeme nerveux sympathique dans les reins, |leslggasurrénales et le tissu adipeux brun
(chez les rongeurs), et se traduit par une augm@mtdes concentrations plasmatiques et
urinaires d’adrénaline et de noradrénaline. L'augta@iion du tonus sympathique est une
conségquence de l'action centrale de la leptin@ e@ble impliguée semble dépendre du tissu
cible : systeme des mélanocortines pour les rdingseglandes surrénales et CRH pour le
tissu adipeux brun (162). Elle se traduit par ungnaentation du métabolisme de base et de

I'activité thermogénique du tissu brun (chez lesgeurs).
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Figure 48 : Régulation par la leptine de I'axe thyréotrope.
NA: Noyau arqué; LH: Hypothalamus latéral ; NPV : Noyau para-ventriculaire ; P1: population

neuronale a NPY/AgRP ; P2 : population neuronale a POMC ; NPY : neuropeptide Y ; AgRP : Agouti-
Related peptide ; GABA : ; POMC : Proopiomélanocortine ; TRH : thyreotropin releasing hormone.
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b) Action sur I'axe thyréotrope

Le rble essentiel des hormones thyroidiennes estadariser la calorigénese en
augmentant la consommation d’oxygene et la synthi#@sEP dans de nombreux organes. Du
point de vue métabolique ces hormones favorisatiti$ation de I'énergie. Elles stimulent la
glycogénolyse et la glycolyse dans le muscle ebrigent la néoglucogénogénése dans le
foie. Elles stimulent la lipolyse et la distributiolu cholestérol. En parallele elles augmentent
aussi la synthése du cholestérol et la synthedéigue (19). La sécrétion basale d’hormones
thyroidiennes varie peu dans les conditions phggiques, contrairement aux sécrétions
d’insuline et de cortisol qui varient rapidementréponse a la prise alimentaire et au stress.
Cependant en situation de restriction énergétiqual® maladie, la sécrétion d’hormones
thyroidiennes est inhibée de maniere a diminugilifation d’énergie (« syndrome de la T
basse ») (126).

La diminution de la synthese et de la sécrétionTé&H (thyreotropin releasing
hormone)en période de jeline est une conséquence de I'effioraht de la leptinémie qui est
associé. L'axe thyréotrope est soumis au contrédral du systeme des mélanocortines qui
lui-méme est régulé par la leptinémie. AgRP exercedle inhibiteur sur les neurones a TRH
dans le NPV et NPY inhibe la transcription du préeur de TRH alors que M&Ha un effet
stimulateur sur ces mémes neurones. On ne sagingase aujourd’hui si I'activation de I'axe
thyréotrope par la leptine est directe, via legpéeurs Ob-Rb présents dans la membrane des
neurones sécrétant TRH dans le NPV, ou indiredte Jav modulation de la sécrétion des
mélanocortines et de NPY (Figure 48).

Récemment il a été montré que la leptine régulgptession des prohormones
convertases (PC1 et PC2) dans les neurones a TR$l.efzymes sont essentielles a la
maturation du précurseur de TRH. Ainsi quand ldin&mie est basse la maturation du
précurseur est réduite et donc la synthése de TiRithae. Malgré cette découverte le mode
d’action direct de la leptine sur les neurones & TBste a éclaircir et les données actuelles

permettent uniqguement de formuler des hypothésx®.(1

109



LEPTINE
*1 dh-Rh
NA

J npviagre | o1 pomc

1 GABA .i}h-Rh
Meuronhe
| ? x |7
1
NPV
| 1t GnRH
1 LH,FSH

1 voie activatrice  , voie inhibitrice X voie inhibée par la leptine

Figure 49 : Régulation par la leptine de I'axe gonadotrope.

NA : Noyau arqué ; LH: Hypothalamus latéral ; NPV : Noyau para-ventriculaire ; P1: population
neuronale a NPY/AgRP ; P2 : population neuronale & POMC ; NPY : neuropeptide Y ; AgRP : Agouti-
Related peptide ; GABA : ; POMC : Proopiomélanocortine ; GnRH : gonadotropin releasing hormone,
LH : Hormone lutéinisante ; FSH : Hormone Folicullo Stimulante
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c) Action sur 'axe gonadotrope et la fonction de repoduction

La reproduction est une fonction trés colteuse remgée (recherche du partenaire,
croissance du fecetus...) qui nécessite des résereegétigues suffisantes pour étre menée a
terme. Le jene prolongé est associé a une dinoimute la synthése des hormones sexuelles,
a un retard de la puberté et a une infertilité (328s souris déficientes en leptine (souris
ob/ob) sont stériles et impuberes (20) et 'adntiai®n de leptine exogene a ces animaux
stimule la sécrétion de LH et de FSH, enclenchedturation sexuelle et rétablit une fonction
de reproduction normale. Les mémes observations étitréalisées chez les humains
déficients en leptine (97). La leptine joue donc néhe permissif pour la fonction de
reproduction (32), cependant son role dans la afigul de la fonction de reproduction est
encore mal compris. Elle pourrait agir directement I'hypothalamus en modifiant la
synthese de GnRH, ou indirectement en modifiansyilathése des neuropeptides dans le
systeme nerveux central. Il a été montré que lesones a GnRH n’expriment pas le
récepteur de la leptine, mais gu’ils exprimentdeepteur YR1 du NPY. La régulation se fait
donc de maniére indirecte (52). Des expérienceslassisouris déficientes en récepteur YR1
(souris YI") ont montré que ces souris devenaient pubére neémgrésence d'un déficit
énergétique sévere, contrairement aux souris nesndl semble donc que NPY soit
responsable de linhibition de la synthese de Gr#Hpériode de déficit énergétique. Par
contre I'administration de leptine exogene a cesnggsouris acceélére la maturité sexuelle.
La leptine a donc aussi un effet stimulant suryatteese de GnRH qui ne peut pas étre
attribué a NPY. Etant donné que le récepteur Olpasété identifié sur les neurones a GnRH
I'hypothese formulée ferait intervenir un autre moee sensible a la leptine, en amont des
neurones a GnRH qui sécréterait un neuropeptiddifarageur pour les neurones a GnRH.
Pour le moment ce neurone n'a pas éteé identifiés wra peut imaginer, par analogie avec la
régulation de I'axe thyréotrope, une implicatiors deeurones & POMC et de M&KFigure
49).

Ob-Rb est eégalement exprimé au niveau de I'ovdiez ¢’homme et chez la souris.
Néanmoins l'effet direct de la leptine sur la fooot ovarienne est encore controverse,
certaines études faisant état d'un effet stimutamtla sécrétion des stéroides sexuels et la
folliculogenése, et d’autres études décrivant fet ebntraire (30).

111



d) Action sur 'axe somatotrope

L’hormone de croissance (GH) est sécrétée par dplggse en réponse a la sécrétion
hypothalamique de GH Release Hormone (GHRH) etodeatostatine (SST ou SRIF). Elle
stimule la croissance des os et du cartilage paetmédiaire de la sécrétion d’'insuline-like
growth factor-1 (IGF- 1) par le foie, elle augmetdesynthese des protéines et elle favorise
I'utilisation des réserves adipeuses au dépencudishtion du glucose. La régulation de la
sécrétion de GH n’est pas encore bien comprisg@ucemais il semble exister des variations
interspécifiqgues. Chez I'homme, le chien, le chalaeplupart des mammiféres, le principal
facteur de régulation est I'état nutritionnel dissus, plus particulierement I'état des réserves
protéiques, et la sécrétion de GH augmente forterapnsituation de jelne et de déficit
protéique et diminue chez les individus obesesz@es animaux le jelne induit un état de
résistance a la GH qui se traduit par une inhibitie la stimulation de la sécrétion d'IGF-1 et
une diminution de la concentration plasmatiqueateechormone. Ceci permet de diminuer la
dépense énergétique associée a la croissance péeslperiodes de déficit énergétique, tout
en profitant de I'effet promoteur sur la mobilisatides graisses de la GH. Par opposition,
chez le rat le jedne est associé a une diminutienlad sécrétion de GH et d'IGF-1
(31,66,92,165).

Les souris ob/ob présentent une concentration diibne de croissance (GH)
circulante inférieure a la normale (20) et une dumion de I'expression des récepteurs de GH
dans I'hypophyse, associées a des sécrétions deR&ehse Hormone (GHRH) et de
somatostatine normales. L'administration de leptimeogéne a ces souris augmente
I'expression de 'TARNmM de GH et du récepteur de GHREHRH-R) dans I'’hypophyse mais
n‘augmente pas de maniére significative la conaéiotr de GH circulante (101). La leptine
potentialise donc I'action du GHRH chez la souris.

Chez le rat a jeun la diminution de la sécrétiortteest corrigée par I'administration
de leptine & dose physiologique (92,165). Dansase l@dministration de leptine est associée
a une augmentation de la sécrétion de GHRH, unéndiian de celle de SST (165) et n'a
aucun effet sur la sécrétion d'IGF-1 (92). Par oochez ’'homme a jeun 'administration de
leptine n'a aucun effet, ni sur la sécrétion de Gitsur la sécrétion de IGF-1 (31).

Le role de la leptine sur la régulation de I'axenatotrope n’est pas encore bien défini
a ce jour. Chez les rongeurs (particulierementty elle semble participer directement a la
régulation de la sécrétion de la GHRH et de la 86 hiveau de I'hypothalamus et pourrait

étre un médiateur de l'inhibition de la sécréti@mgant le jeGne. Par contre chez 'homme il
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apparait que les changements dans l'axe somatoaspeciés au jedne sont totalement
indépendants de l'action de la leptine. De mémez des souris ob/ob I'administration
exogene ne parvient pas a rétablir une concentrgiiysiologique de GH, et on peut donc
imaginer que la concentration circulante anormalénimsse de cette hormone chez ces
animaux n’est pas une conséquence directe de Habsee leptine mais plutdt une
conséguence de I'obésité et de I'hyperglycémieyadaint associées.

e) Action sur l'axe corticotrope

Les souris ob/ob ont une concentration de cortizose circulante élevée malgré une
fonction surrénalienne normale (test de stimulattoWACTH normal). L’administration
prolongée de leptine a ces souris provoque unealsation de la corticostérone plasmatique
ce qui suggere un réle inhibiteur de la leptinel'ste corticotrope (62,66). Il a également été
montré que chez la souris le jeline est associ® augmentation de la sécrétion d’ACTH et
de corticostérone, supprimées par I'administratierieptine exogene (31). L’administration
prolongée de leptine supprime également l'augmemntatle corticostérone plasmatique
consécutive a un stress aigu chez la souris (667&f)opposition chez 'lhomme la déficience
en leptine n’'est pas associée a une augmentaticcodisol et la Iégére augmentation du
cortisol associée au jeline n’est pas corrigée'administration de leptine (31,97). La leptine
semble donc jouer un réle dans la régulation desl@orticotrope chez la souris mais pas chez
I’'hnomme.

En situation de jeline aigu 'augmentation du cottdasmatique permet de favoriser
I'utilisation des graisses et des protéines auirdétt du glucose, permettant ainsi a
'organisme de faire face a une situation de pénem glucose. L'augmentation de la
néoglucogenese associée permet de reconstituerésesves glucidiqgues, notamment en
glycogene pour permettre a l'organisme de répondreune éventuelle stimulation
adrénergique aigue.

Les neurones a CRH font partie des cibles de ldinkepdans le noyau para
ventriculaire de I'hypothalamus. Plus exactemeatlitbération de CRH est stimulée par
MSHa qui est lui-méme libéré en réponse a une augmentde la leptinémie (ckuprg. On
s’attendrait donc a un effet stimulateur de laiteptsur I'axe corticotrope. L'effet contraire
observé semble étre expliqué par la modificatiotiedgression des récepteurs a CRH (74).
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Figure 50 : Role hypothétique de la leptine dans la régulati  on de I'axe corticotrope

NA : Noyau arqué ; LH : Hypothalamus latéral ; NPV : Noyau para-ventriculaire ; NVM : Noyau
ventro-médian ; P1 : population neuronale a NPY/AgRP ; P2 : population neuronale a POMC ; NPY :
neuropeptide Y ; AgRP : Agouti-Related peptide ; GABA :; POMC : Proopiomélanocortine ; CRH :
Corticotropine releasing hormone ; CRH;R et CRH,R : Récepteur de CRH type 1 et 2.
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Il existe deux types de récepteurs a CRH : le técele type 1 (CRHR), exprimé largement
dans le cerveau et I'hypophyse et dans I'hypothata(NPV et noyau supraoptique) suite a
un stress, est responsable de l'effet corticotpeCRH ; le récepteur de type 2 (CHR)
exprimé dans le noyau ventro-médian de I'hypothaBmest responsable de [Ieffet
anorexigéne du CRH. L’administration de leptinemupe I'augmentation de I'expression de
CRH;R dans le noyau paraventriculaire et le noyau sygtigue ainsi que la décharge de
CRH consécutive a un stress aigu mais n'a auclet sffr ces parametres en absence de
stress. Par contre elle provoque une augmentagdiexipression de CRIR dans le noyau
ventro-médian, aussi bien dans les conditions basgle suite a un stress (74). Il semble
donc que l'effet anorexigéne du CRH soit stimulé [z leptine par l'intermédiaire de
'augmentation des récepteurs de type 2 alors quetimulation de I'axe corticotrope
consécutive a un stress est diminuée par inhibdeWexpression des récepteurs de type 1
(Figure 50). Ce modele n’explique cependant pagfiiess inhibiteurs de la leptine sur I'axe
corticotrope observés en l'absence de stress @wesduris ob/ob et d'autres études sont
encore nécessaires pour comprendre I'implicatiacexde cette hormone dans la régulation

de cet axe.
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Figure 51 : Role de la leptine dans la régulation de larépo  nse immunitaire et de la réponse
inflammatoire

Ag : antigene ; CMH : complexe majeur d’histocompatibilité ; LT 4 : lymphocyte T CD4+ (auxiliaire) ;
IL-1, IL-2, IL-4 : Interleukine 1, 2, 4 ; IFN v : Interferon y , Ob-Rb : récepteur de la leptine (forme
longue) .
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B. Actions périphériques de la leptine

1. Réles dans les réponses inflammatoire et immunitagr

Les souris ob/ob souffrent d'une atrophie du thymet dun état
d'immunosuppression qui est corrigé par I'admiiitm de leptine exogene (117), si bien
que I'implication de la leptine dans la réponse unitaire a été envisagée précocement.

La dépense d'énergie associée au fonctionnementsydteme immunitaire est
importante si bien que cette fonction est réduitgpériode de déficit alimentaire. Par contre
en période d’abondance le systeme immunitaire &woét performant car avec 'augmentation
de l'activité et la reproduction I'animal est plegposé aux antigenes environnementaux.
Cependant le lien direct entre la leptinémie e€f@onse immunitaire est difficile a établir car
I'hypoleptinémie est associée a une hypercorticosEmie, une hypothyroidie, une
hyperglycémie et un état d’insulinorésistance, gont eux-mémes a lorigine d’une
immunosuppression (12).

La leptine participe a la réponse inflammatoire stimulant directement la
phagocytose, la prolifération et I'activation deonuocytes, ainsi que la production de
cytokines proinflammatoires et d’oxyde nitrique (N@ar ces cellules (12,108,117). Elle
stimule également la production d’oxydes réacttf¢eerecrutement par chémotactisme des
granulocytes et régule la prolifération, la difiécetion, I'activation et la cytotoxicité des
lymphocytes Tk (108). Ainsi les souris déficientes en leptin@saigue les souris mises au
jelne, sont plus sensibles a linjection IV d’eradobe bactérienne (LPS) que les souris
normales et cette plus grande sensibilité estg@arpar I'administration de leptine exogéne
(12).

La leptine participe également a la réponse immaimit spécifique, plus
particulierement a la réponse a médiation cellaldtile stimule la lymphopoiese et participe
a la maturation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ denshymus (12). Elle stimule
également la prolifération des thymocytes et lestgge de I'apoptose induite par les
glucocorticoides (117). Elle joue aussi un role sddactivation et la prolifération des
lymphocytes T matures (CD4+ et CD8+) bien qu’elesnit pas capable d’induire seule cette

activation (108). De plus en présence d’'une inflatiom il a été montré que les lymphocytes
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T sont capables de sécréter la leptine, ce quititoasine boucle d’amplification autocrine
(139). D’un point de vue fonctionnel, le type ddodynes produites est modifié et oriente
vers une réponse Thl (augmentation de la sécrékonFNy et IL-2, diminution de la
synthese de IL-4) (12,108,117). Dans le cadre dédanse immunitaire spécifique la leptine
semble donc agir comme une cytokine proinflammefoarientant vers une réponse Thl
(Figure 51).

L’hypothése de ce role de cytokine proinflammat@st soutenue par le fait que la
leptinémie augmente suite a une stimulation aniigén aigle (12,117,139) et que cette
augmentation est dépendante de la présence dex BNHL-1 qui sont les principaux
médiateurs produits par les macrophages duranhdaepprécoce de l'inflammation (117).
Cependant tous les états inflammatoires ne s’acagmgnt pas d’'une augmentation de la
leptinémie, et notamment la leptinémie est inver@ntorrélée au degré d’inflammation
dans certains cas d'inflammation chronique comiaeniontré une étude chez des patients
atteints d’arthrite rhumatoide (12,117).

Plus réecemment, il a été montré que les sourishafdat résistantes a I'apparition des
maladies inflammatoires a médiation auto-immunéamonent les modeles expérimentaux de
colite, encéphalomyélite, hépatite et glomérulomépl{12,117). L'administration de leptine
a ces animaux augmente la susceptibilité et s’apagme d’'un changement du type de
cytokines seécrétées de Th2 vers Thl (12). Dans mesdeles expérimentaux
d’encéphalomyélite le début de la maladie s’accanpal’une augmentation significative de
la leptinémie (117,139) et la leptine est alors rempe par les macrophages et les
lymphocytes T infiltrés dans le systéme nerveuxtraénce qui suggeéere qu’elle participe a
'inflammation de maniére paracrine et autocrine. rble proinflammatoire de la leptine a
aussi été identifié dans les maladies inflammadaire cblon chez ’'homme, dans lesquelles la
leptinémie est corrélée au degré d’inflammation7jlDurant l'inflammation, les cellules du
cOlon sécretent la leptine contrairement aux camuit physiologiques (151). De plus, la
fixation de la leptine & son récepteur a la surfdees colonocytes induit I'expression du
facteur de transcription N&B, lui-méme impliqué dans les maladies inflamma®idu
cblon. Les mécanismes induisant I'expression die@amlors d’'une inflammation ne sont
pas élucidés, néanmoins il est établi que les aytsktel que TNé&, ont un réle amplificateur
sur la sécrétion de leptine (sluprg et il a été montrén vitro que I'expression de la leptine
dans les colonocytes était contrblée par linterfiéry, qui est aussi une cytokine

proinflammatoire.
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Derniérement une étude a montré que la leptinergibdavoriser le développement
des maladies inflammatoires a médiation auto-immaneagissant directement sur les
lymphocytes T régulateurs (LT CD4+ CD25+), impottamlans la réponse immunitaire
spécifique (44). En effet, le nombre de ces cdlluliégminue avec l'augmentation de la
leptinémie et cette corrélation semble associéet@riaction directe de la leptine avec son
récepteur présent a la surface de ces cellldestro, en présence de leptine ces cellules sont
anergiques et peu sensibles aux signaux envirosraots que la neutralisation de I'hormone
par ajout d’anticorps spécifigues rétablit une \atgi cellulaire en induisant la
phosphorylation des kinases ERK 1 et 2 et la dégi@ud du facteur inhibiteur du cycle
cellulaire p2#°*. In vitro, il a également été démontré que ces cellulesnéta@pables de
sécréter la leptine montrant la aussi I'existeric@@ boucle de régulation autocrine. Ainsi en
stimulant les lymphocytes T effecteurs et en inhibas lymphocytes T régulateurs la leptine
a un effet proinflammatoire et favorise le dévelampent des maladies inflammatoires a

médiation auto-immune (Figure 51).

2. Roles dans le déroulement de la gestation

La leptine joue également un réle important dansndentien de I'homéostasie
énergétique pendant la gestation, qui constituétahde demande énergétique accru pour
I'organisme maternel. Chez 'hnomme et la souris|elatinémie augmente durant les deux
derniers tiers de la gestation, en conséquenceediugmentation de la sécrétion par le tissu
adipeux et par le placenta et d’'une augmentatiola décrétion des formes de transports du
récepteur (Ob-Re) par le placenta (64). En paeggllBéxpression des formes longues et
courtes du récepteur diminue dans I'hypothalameisjut se traduit pas un état de résistance a
I'effet central de la leptine sur la prise alimérdga(30). L’augmentation de la leptinémie
pendant la gestation ne se traduit donc pas padiamaution de la prise alimentaire chez la
mere mais constitue un signal pour l'organisme mate permettant de favoriser la
mobilisation des réserves de graisses et ainsmentgr la disponibilité énergétique afin de
subvenir au besoins nécessaires a la croissanakefapres la mise-bas, la leptinémie chute
rapidement et constitue un signal permettant agdioisme maternel de reconstituer ses
réserves.

La leptine agit également localement, au niveayplduenta et de l'utérus, et joue un
rble dans la fonction et la croissance du placehttans I'implantation de 'embryon (30,64).
Elle stimule la production d’HCG par les cellulastdophoblaste, la capture des acides
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Figure 52 : Réles de la leptine dans la gestation
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a aminés, la synthése des protéines de la matricacedulaire et des métalloprotéinases. Ob-
Rb est également exprimé par l'oocyte et la lepsStimule la maturation nucléaire via

I'activation de la voie MAPK et favorise le dévepmment embryonnaire précoce en
protégeant les cellules du blastocyste de I'ap@p{88). Durant I'implantation elle favorise

I'adhésion du blastocyste au trophoblaste et seasion (30). Durant la vie fcetale, la leptine
est impliqguée dans le développement du tissu osdddmatopoiése, la lymphopoiése, la
maturation de la muqueuse intestinale et pourtadt ienpliquée dans le développement du
cerveau et du poumon (1). Le tissu adipeux feetat@sable de synthétiser la leptine et la
leptinémie du nouveau-né est étroitement corrélée sa masse adipeuse. La leptine
participerait également a la mise en place deslitsrmeuronaux hypothalamiques impliqués
dans la régulation de la prise alimentaire et wreentration anormale de leptine pendant la
gestation pourrait étre associée a une altératohdmeéostasie énergétique dans la vie
adulte prédisposant a des probleme d'obésité eiabete (15,68). Néanmoins I'absence de
leptine de 0.5 a 19.5 jours de gestation chezuasob/ob portant un feetus ob/ob n’a aucun
effet délétére sur la croissance foetale si bienl'quportance exacte de la leptine durant la

gestation reste encore a déterminer (30).

3. ROle de la leptine dans la régulation de la pressio
artérielle physiologique, dans le systéme cardioveslaire et

dans I'angiogéneése.

Les souris ob/ob sont hypotendues et I'administratde leptine exogene a ces
animaux rétablie une pression artérielle physiaogi Chez 'lhomme il existe une corrélation
positive entre la leptinémie et la pression artiériehez les individus normotendus et
hypertendus. Il semble donc que la leptine jouerdle important dans la régulation
physiologique de la pression artérielle chez lemyears et chez 'homme, via son action sur
le systeme nerveux sympathique. La stimulation shigque du rein augmente la
vasoconstriction rénale et la réabsorption tubelaiu sodium, ce qui se traduit par une
augmentation de la pression artérielle systémifjadeptine pourrait donc étre le lien entre
I'hypertension et I'obésité chez 'homme, I'hypgriimémie étant associée a une stimulation
sympathique chronique des reins, elle-méme resptnsde I'apparition du syndrome
d’hypertension (128). Par opposition les expérismgeritro sur des spécimen isolés d’aorte
et d’arteres coronaires ont montré que la leptirgrentait la sécrétion de NO par les cellules
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endothéliales avec comme conséquence une vastidilateapide, qui s’opposerait a
'augmentation de la pression artérielle (86,128)1#4léanmoins cet effet n'apparait qu’a des
concentrations élevées de leptine et ne semble glmmavoir d’implicationn vivo (86).

Ob-Rb est exprimé par les cellules endothéliales,cellules musculaires lisses des
vaisseaux et les cardiomyocytes ce qui suggeredlm direct de cette hormone dans le
systéme cardio-vasculaire. Néanmoins les expérgereaisées a ce jour ne permettent pas
d’établir un réle précis et il semblerait que lptiee n’ait une action directe sur ces organes
gu’'a doses supérieures aux concentrations physipleg, ce qui impliquerait plus un role
dans la physiopathologie des maladies cardio-vasesl liees a l'obésité que dans le
fonctionnement normal du systéeme cardio-vascul@irs). Notamment, I'hyperleptinémie
semble étre impliquée dans la formation des pladisthérosclérose, dans I'’hypertrophie du

myocarde, et la diminution de I'efficacité du trdvaardiaque (143).

Le récepteur Ob-Rb est exprimé par les cellulestdtiales chez les rongeurs et
chez 'homme et il a été montré que la leptine gkintangiogénese chez ces espetesivo
I'administration de leptine induit une néovascudation de la cornée chez les rats normaux
mais pas chez les rats déficients en récepteurR Qhts fa/fa) (149)in vitro elle stimule la
multiplication des cellules endothéliales et letgamisation en structures tubulaires de type
capillaire (48,51). La leptine pourrait donc fawent la néovascularisation nécessaire a la
croissance de la masse adipeuse. L’hyperplasie’hgpertrophie des adipocytes qui
accompagnent la croissance rapide du tissu adipeunent générer des zones d’hypoxie et il
a été montré gue I'hypoxie stimule la sécrétiorapdine et d’autres facteurs angiogéniques,
tels que HIF-& (hypoxia-inducible factord) et VEGF (vascular endothelial growth factor)
(100). HIF-1u est activé par I'hypoxie, migre dans le noyauediesaux promoteurs des genes
de VEGF et de la leptine, qui sont ainsi activeEGF, comme la leptine, active dans la
cellule les protéines STAT qui sont impliquées danmécanisme de I'angiogénése. Ainsi les
interactions entre VEGF, HIFelet la leptine semblent jouer un réle clé dansgiagénése et
la néovascularisation du tissu adipeux, ce quinadtuavoir d’autres implications, notamment
dans le développement des tumeurs. Néanmoinsples b/ob, déficientes en leptine, ne
présentent pas d’anomalie de la vascularisatiolewtetissu adipeux malgré leur obésité, si
bien que I'importance de ce réle de la leptingpesbablement mineur (51).
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4. Roéle dans la cancérogenese

La leptine a des capacités angiogéniques et mitpgés (cfsuprad et chez ’'homme
'obésité et le surpoids, qui s’accompagnent d’inyperleptinémie, sont associés a une
augmentation de l'incidence des cancers, si bieil guété envisagé un rdle pour cette
hormone dans la cancérogenése (53). Néanmoins, lehgzen, il n'y aucune corrélation
entre le poids et I'incidence des cancers et auétuge poussée n'a éte réalisée sur ce sujet
dans cette espece (168).

Le role de la leptine a été particulierement étuidigs le cancer du sein et le cancer du
cblon. Les souris déficientes en leptine (sourifolop et déficientes en récepteur Ob-Rb
(souris db/db) sont moins susceptibles au développeédes tumeurs mammaires induites par
les oncogenes (35). La leptine et son récepteursoexprimés par les cellules mammaires
cancéreuses par rapport aux cellules normatesitro les lignées cellulaires cancéreuses
exprimant le récepteur des oestrogenea BWRC-7 et T47D) expriment un nombre plus élevé
de récepteurs Ob-Rb que les cellulesuEfgatives ein vivo il a été montré que seules les
tumeurs ER-positives étaient associées a un pronostic sombreas d’obésité. L'ajout de
leptine a une culture de cellules T47D stimuleralifgration cellulaire en activant les voies
cellulaires JAK/STAT, MAPK et RBK et leur permet de se multiplier méme sans ancrage
Elle participe également a la régulation du cy@kutaire en induisant une augmentation des
concentrations de cdk2 (cyclin-dependant kinaséa2)eur essentiel au controle des phases S
et M, et de la cycline D1, impliquée dans le passigla phase & la phase G ainsi qu'une
inactivation du facteur inhibiteur pRb par hypergblaorylation (53). Malgré ces observations
il na pas encore été démontré a ce jour que I'HgpEnémie était associée a une
augmentation du risque de cancer du sein et a smmdsissement du pronostic au stade
précoce (53,57).

Le récepteur Ob-Rb est également exprimé par ledecancéreuses du célon et la
leptine induit la prolifération de ces cellules partermédiaire de I'activation de NkB et de
'augmentation de I'expression de c-fos. Il a, géleurs, été démontré que la leptine stimulait
les capacités d’invasions de ces cellules cancésems stade précoce par I'intermédiaire de
voies PiK, Rho et Rac dépendantes. Néanmoins, comme pocareer du sein, aucune
association n’a pu étre démontrée entre la lepie@mnle développement du cancer du célon
(53).

Malgré les nombreuses études faites a ce sujeplléation de la leptine dans la

tumorogenése chez ’homme reste probablement annexe
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Figure 53 : Réle bivalent de la leptine dans la régulation ¢ entrale du métabolisme osseux

NA : Noyau Arqué ; NVM : Noyau ventro-médian ; CART : cocaine and amphetamine related peptide ;
Ob-Rb : Forme longue du récepteur de la leptine
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5. Roles dans le métabolisme osseux

Les souris ob/ob ont une masse osseuse 40 % phwgeelque les souris non
déficientes et 'administration de leptine a cegrsorétablie une masse osseuse normale (37).
Des expériences récentes ont montré que ladmatistr prolongée de leptine
intracérébroventriculaire diminuait significativemd’activité ostéoblastique et la masse de
I'os spongieux chez le mouton (124).

La régulation du remodelage de la masse osseu$atsau niveau central, via le
systéme nerveux sympathique, plus particuliereraenhiveau du noyau ventro-médian de
I'hypothalamus. Certaines études suggérent aussimplication du noyau arqué (37). Les
ostéoblastes expriment des récepteurs adrénerdgi@ues leur activation par la noradrénaline
induit la transformation des ostéoblastes en ptéectastes qui deviennent ensuite des
ostéoclastes, principaux effecteurs de la résarsseuse.

Il semble que la leptine ait une action bivalentels remodelage osseux (Figure 53).
En augmentant directement le tonus sympathiqueiaaum du noyau ventro-meédian elle
stimule la formation des ostéoclastes et donc sorpkion osseuse, et en stimulant la
production de CART par le noyau arqué elle inhilbd'iactivité ostéoclastique et s’opposerait
a la résorption osseuse (37). Les souris déficsemterécepteurs adrénergig@sprésentent
une augmentation de la masse osseuse conséquenectip faible activité ostéoclastique,
et les souris déficientes en CART présentent unandition sévere de la masse osseuse
conséquence d'une trop forte activité ostéoclastiquintervention des deux systémes,
régulés par la leptine, apparait donc nécessairaantien de la balance entre la synthése et
la résorption osseuse.

Plus récemment un rble de NPY a été également dééndens le métabolisme osseux
(2). Les souris déficientes en récepteurs de NRYris Y2), présentent, comme les souris
déficientes en leptine (ob/ob), une augmentationladenasse osseuse, attribuable a une
augmentation de I'activité ostéoblastique et unmimlition de l'activité ostéoclastique.
Néanmoins les premieres études réalisées sembigritanque cette régulation emprunte une
voie différente, indépendante de la leptine. Aucomgécanisme cellulaire permettant
d’expliquer le r6le de NPY n’a encore été ideatifi’autres études sont donc nécessaires
pour comprendre I'implication respective de NPYdetla leptine dans le métabolisme osseux

et identifier une éventuelle interaction entre desx facteurs.
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La leptinémie est un marqueur de I'état de la balace énergétique et le principal
réle de la leptine est de réguler les apports etdadépenses de I'organisme afin d’assurer
le maintien de ’'homéostasie énergétique (Figure b4

La leptine permet de réguler la prise alimentaire B fonction des besoins de
'organisme grace a son action centrale au niveauedl’hypothalamus. Elle régule la
mobilisation et le stockage de I'énergie en agissadirectement sur les adipocytes et
régule [l'utilisation périphérique du glucose en agisant directement sur le tissu
musculaire au méme titre que linsuline, dont ellepourrait également réguler la
sécrétion. Ainsi elle permet d’adapter la quantitéd’énergie circulante aux besoins du
métabolisme.

De la méme maniére, la leptine permet de réguler ldonctionnement de
I'organisme en fonction de I'apport alimentaire etde I'état des réserves. En situation
d’hypoleptinémie, qui traduit un défaut d’apport énergétiqgue ou des réserves adipeuses
trop faibles, elle réduit la dépense d’énergie glale et favorise la reconstitution des
réserves, notamment en diminuant l'activité des axethyréotrope et gonadotrope, et en
inhibant les voies oxydatives dans le muscle et tssu adipeux. Au contraire un état
d’hyperleptinémie, qui traduit un excés d’apport érergétique ou un exces de réserves
adipeuses, provoque une augmentation du métabolismde base, conséquence d’une
activation de systeme sympathique, de la thermoges® et des voies oxydatives en
général, qui permet a I'organisme de mobiliser et dtiliser I'excédent d’énergie. Ainsi,
la leptine assure la conservation physiologique dhe quantité de réserves énergétiques
malgré les variations de lI'apport alimentaire et potege ainsi I'organisme du jeline et de
I'obésite.

Un état d’euleptinémie, qui traduit un état d’équilibre de la balance énergétique
et un état des réserves adéquat, constitue un faatepermissif pour la fonction de
reproduction, autorisant celle-ci seulement lorsquéorganisme est capable de supporter
le déroulement d’une gestation.

La leptine intervient également dans d’autres fonébns annexes a I’lhoméostasie
énergétique. Elle joue un rdéle important dans leséponses inflammatoire et immune et
serait considérée comme une cytokine proinflammatae. Elle participe également a la
régulation du métabolisme osseux et de la pressiartérielle, via son action sur le

systéme nerveux sympathique. Enfin elle possede dempacités mitogéniques et
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angiogéniques si bien gu’'un rdéle dans I'angiogénést la cancérogenese est fortement

suspecté.

Encore trés peu d’études concernant les roles de laptine chez les carnivores
domestiques ont été spécifiquement réalisées. Mérse le réle dans la régulation de
I’'hnoméostasie énergétique apparait commun a toutdes especes il est donc important
d’envisager la possibilité de variations spécifigue dans le mode d’action périphérique

de cette hormone chez le chat et le chien.
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lll.  Applications médicales et perspectives

Les souris déficientes en leptine (souris ob/objsiaique celles déficientes en
récepteurs Ob-R (db/db) sont obéses (20), si bienlg leptine a d’abord été considérée
comme I'hormone « anti-obésité », représentant aavel espoir dans le traitement de
I'obésité (62). Néanmoins, nous avons montré dassphrties précédentes que la leptine
intervenait principalement dans la régulation deriae alimentaire et dans la régulation des
métabolismes glucidique et lipidigue en coopératiwrc d’autres systemes hormonaux, et
gu’'un état d’'obésité pouvait étre associé a unciébsolu ou relatif en leptine ou a une
situation de résistance a I'hormone (situationlies fréquente). La mise au point du dosage
de la leptine dans la circulation sanguine perneetdidtinguer ces deux cas et d’évaluer
I'implication de cette hormone dans différents tries métaboliques (obésité, déficit de la

réponse immunitaire, reproduction).

1. Intérét du dosage de la leptinémie

Le dosage de la leptinémie est réalisable cheZepitssespeces, dont les carnivores
domestiques (ckuprg. Néanmoins les techniques développées a ce @pemettent pas sa
réalisation quotidienne, et le dosage de la lesteencore presque exclusivement réserve au
domaine de la recherche scientifique.

Méme si la leptinémie est étroitement corrélée endsse adipeuse, le dosage de la
leptinémie offre peu d’intérét en médecine couraptair I'évaluation de la masse grasse. En
effet, dans les conditions physiologiques, la cotregion plasmatique de cette hormone subit
des variations importantes au cours de la jourmé®mrction de la prise alimentaire et de la
dépense énergétique, et chez le chien par exemplgun de 24h apparait nécessaire pour
obtenir une valeur interprétable (stiprg).

Toutefois, face a un cas d’obésité avéré, le dodada leptinémie permet de faire la
différence entre deux situations : la déficiencelegtine, caractérisée par une leptinémie
inférieure au seuil de détection, et la résistarkcda leptine caractérisée par une

hyperleptinémie.
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2. Leptine et statut corporel

L'obésité est le désordre nutritionnel le plus emodr en médecine vétérinaire
(114,169,183), avec une prévalence de 20 a 35 I &&s études, chez le chien et le chat.
L'obésité est associée a plusieurs problémes de& sara une diminution de I'espérance de
vie. Chez le chat, comme chez le chien, elle ppédis au développement du diabéte sucré,
aux problemes locomoteurs d’origine articulaireretblemes dermatologiques. Chez le chien,
elle prédispose en plus a I'hypertension et a @dsopogies cardio-vasculaires (114,169), et
chez le chat, elle est associée a une augmentdtionsque d’obstruction urétrale et de
lipidose hépatique (183). De nombreux facteurs $emblzontribuer au développement de
'obésité, notamment la stérilisation, I'age, leveau d’activité relié au milieu de vie et le
mode d’alimentation (102,183). Une étude austrakeréalisée en 2005 semble montrer que
dans la population canine, les animaux a risqué Issnanimaux castrés, sans influence du
sexe, adultes avec un pic a 10 ans, vivant a lgpagne et nourris avec des restes de table
(102). Dans la population féline les animaux augsgont les animaux castrés, vivant en a
I'intérieur et nourris a volonté, avec une diétemtiintenance (169,183). Malgré I'importance
de ce probleme sanitaire les solutions thérapeegigont encore limitées chez les animaux de
compagnie, et consistent plutét en un traitemegtdmyque : changement et rationnement de
l'alimentation associé a une supplémentation emitiae et augmentation de I'exercice.
Malheureusement ces mesures sont souvent insuéfsaour régler les cas de surpoids ou

d’obésité avérée (169).

a) Cas de déficits en leptine

Certaines situations d’obésité peuvent étre indupl un déficit en leptine de nature
congeénitale ou acquise.

La déficience congénitale en leptine, associée & anomalie du géen®b, a été
identifiee chez la souris (souris ob/ob) et chdwrime ou elle représente une maladie
génétique rare (9 cas répertoriés) (97). Elle rés @té identifiee chez les carnivores
domestiques.

La déficience congénitale en leptine est associédes anomalies de la prise
alimentaire et de la dépense énergétique qui ggguttrincipalement en une obésité sévere
précoce, un état d’insulinorésistance, plus ou soompliqué d’'un diabete de type Il et une
infertilité liée a un hypogonadisme (97,172). L'adistration journaliere sous-cutanée de

leptine recombinante humaine a des individus postee cette anomalie génétique a permis
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de restaurer une concentration de leptine circelphtysiologique. Aprés 18 mois, on a pu
noter une perte poids spectaculaire (diminutionl'ohelex de masse corporelle de 51.2
kg/m2 a 26.9 kg/m2), principalement liée a la peltemasse grasse, une augmentation de la
dépense énergétique et une résolution de I'insdgistance et de I'hypogonadisme (97). Des
résultats équivalents ont pu étre observés chexz lesuindividus porteurs de cette anomalie
génétigue traités avec de la leptine exogene (172apministration de leptine exogéne
apparait donc étre un traitement efficace et sUrl'aleesité associeée a la déficience

congénitale en leptine.

Il existe aussi des cas de déficits en leptine iacglécrits dans I'espéce humaine,
apparaissant sur des sujets adultes. Le diabetatigphique représente un modele de
déficience en leptine acquise chez 'homme. C'est pathologie rare, d’origine inconnue,
qui correspond a une perte généralisée du tispeaxli associée a une hypertriglycéridémie,
une stéatose hépatique et un diabéte de type@).(Dlapres les expériences réalisées sur des
modeles animaux de lipoatrophie, la déficience questotale en leptine de ces individus
semble étre responsable en partie des anomaliesabaoli§ues observées (172).
L’administration sous-cutanée bijournaliere detitep exogéne a ces individus pendant 4
mois a permis de restaurer progressivement une entmation de leptine circulant
physiologique avec comme conséquence une amétiordti contréle de la glycémie, une
diminution de la triglycéridémie et une diminutide la masse du foie (116,172). D’autres
expériences conduites sur 12 mois ont permis dibtkes résultats équivalents montrant que
I'administration de leptine exogéne est un traitetredficace et sir du diabéte lipo-atrophique
chez 'homme (172). Cependant la leptine n'est [gaseule hormone sécrétée par les
adipocytes et déficiente dans les états de lipphiep et des expériences récentes ont montre
que l'administration combinée de leptine et d’adigctine (qui joue également un réle dans
la régulation du poids, de la glycémie et du catabe lipidiqgue et augmente la sensibilité
des cellules a I'insuline) conduisait a un contrlies efficace de la glycémie que la leptine
seule chez les modeles de lipoatrophie murins. ékiste pas encore d’adiponectine
recombinante utilisable chez I'homme mais la thi&apombinée leptine/adiponectine
représente une perspective intéressante pouttentent du diabéte lipoatrophique (172).

L’anorexie nerveuse, désordre psychologique caiaétépar une déformation de
I'image corporelle et une sévére auto restrictierladprise alimentaire, représente un second
modele de déficience acquise en leptine chez I'henfd2). Le déficit alimentaire sévere

entraine un épuisement des réserves adipeusesffondrement de la leptinémie, associés a
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une diminution des concentrations plasmatiques stfogénes (ce qui entraine une
aménorrhée), d’hormone thyroidiennes et d'IGF-a ene augmentation des concentrations
plasmatiques de cortisol et d’hormone de croissa3&). Ces modifications des axes

neuroendocrines ont un effet délétere sur I'orgaajsen particuliers sur le métabolisme
osseux. L’ostéoporose, conséquence du déficit estramenes et en IGF-1, est une
complication dans 50% des cas (32). Le traitemé&gsmue de l'anorexie nerveuse est la
réalimentation progressive qui permet de restapregressivement un index de masse
corporel et une leptinémie physiologiques, avecrentonséquence une normalisation des
axes neuroendocrines. Néanmoins le temps néceasa@reetour a la normale peut étre long
et chez certaines patientes 'aménorrhée persialgrénle regain de poids, ce qui augmente le
risque de réduction de la densité osseuse. C’'estpoi 'administration de leptine exogene a
ces patientes est aujourd’hui envisagée, en congplie la thérapie nutritionnelle, pour

rétablir précocement le fonctionnement de |'axe agtwtrope et limiter les risques

d’ostéoporose secondaire. Néanmoins, la dose dmdep administrer chez ces patientes
devra étre soigneusement calculée afin de s’afffiiaie son effet potentiel sur I'appétit et le

poids.

b) Situations de résistance a la leptine

Les cas d'obésité chez le chien, 'lhomme et la @luples animaux sont le plus
souvent associés a une hyperleptinémie et unetasés a la leptine plutbét qu'a une
déficience en leptine ou en ses récepteurs, paegoient, 'administration de leptine aux
individus obeses n’a aucun effet sur le poids (10%,172,181). Malgré les nombreuses
études réalisées sur ce sujet les mécanismes szdpes du développement de cet état de
résistance ne sont pas encore parfaitement étabdis une diminution de la capacité de
transport de I’hormone jusqu’a I'’hypothalamus, w@inution de I'expression des formes
longues du récepteur dans I'hypothalamus et demalies dans la transduction cellulaire du
signal pourraient survenir et étre responsabldiradficacité de I'hormone (181 - cbuprg.
Une étude récente, utilisant l'induction de I'exgsien d’'un transgene de la leptine dans
I'hypothalamus de souris, a permis de montrer gévation chronique de la leptinémie était
responsable de I'apparition du phénoméne de résistat du développement de I'obésité.
Chez ces souris, 'augmentation chronique de lanémie dans I'hypothalamus est d’abord
suivie d'une diminution de la prise alimentaire @tune augmentation de la dépense

énergétique, responsables d’'une perte de poids rapidement ces animaux deviennent
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insensibles au signal leptine, et retrouvent udgpaomparable aux animaux témoins (181).
Ces animaux sont alors bien plus sensibles & lfgbésluite par I'alimentation que les souris
témoins. Finalement la résistance a la leptine raiipétre une cause et une conséquence de
'obésité, 'augmentation de la masse grasse iaatis’'abord un état d’hyperleptinémie
chronique qui induit I'apparition du phénomene @sistance, lequel prédispose ensuite a
I'aggravation de I'obésité. Etant donné ces résylih apparait évident que I'administration
de leptine exogéne ne peut avoir qu'un effet néfamsir la progression de l'obésité et
certainement pas un effet curatif. Il semble, partie, que le systeme des mélanocortines ne
soit pas affecté par ce probleme de résistancesi Amdministration intracérébrale d’un
analogue synthétique de la M&HVITII, induit une diminution de la prise alimentiet une
perte de poids conséquente méme chez les indivétistants a la leptine. Le systéeme des
mélanocortines pourrait donc représenter une nteueddle dans le traitement de I'obésité
(181).

L'obésité chez le chien, le chat, 'homme et lesgeurs est aussi associée a un état
d’insulinorésistance et une augmentation du risqgeediabéte de type Il (4,172). Le
mécanisme par lequel I'obésité conduit a I'insul@sistance est encore inconnu mais pourrait
impliquer la leptine. En effet, la leptine induiterdiminution de la sensibilité a I'insuline des
cellules adipeuses (c$uprg, qui semble induire secondairement un état dlinstésistance
au niveau des muscles et du foie (4). Chez la solairésistine, une hormone également
synthétisée par les adipocytes en réponse a umeegche en graisse, semble étre le
médiateur de cette insulinorésistance. Par cocitiez, ’'homme la résistine est synthétisée par
les cellules immunitaires et ne semble pas intérvaans I’homéostasie du glucose, ce qui
suggere des variations entre les espéces (63) mtdassité d’études spécifiques chez les
carnivores domestiques pour évaluer le réle exacesd hormones dans le développement de
l'insulinorésistance. Il a, par contre, été monfue I'augmentation de la leptinémie est
associée a une diminution de l'insulinosensibititez le chat, indépendamment de la masse
adipeuse (4). Par ailleurs, l'insulinorésistanatuinune augmentation de l'insulinémie qui a
un effet stimulant sur la sécrétion de leptine learadipocytes (cfsuprg. Il est toutefois
difficile de dire si 'augmentation de la leptinéanest une cause ou une conséquence de
I'insulinorésistance (4) et une meilleure compréhem des mécanismes d’interaction entre
ces hormones est nécessaire avant d’envisagertilitée thérapeutique de la leptine dans le

traitement de l'insulinorésistance associée a kiBé
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Chez le chien, comme chez 'homme, 'augmentatiompaids et de la masse adipeuse
lors d’obésité est associée a une augmentatioma derhande de perfusion des tissus et du
volume circulant, qui conduisent a une augmentation débit cardiaque et du travail
cardiaque en général. Ceci résulte en une augnmntde la masse du myocarde, une
hypertrophie des cardiomyocytes et une dilatatiess chambres cardiaques qui conduisent a
une augmentation du risque d’insuffisance cardiaqgaegestive (169). Chez I'homme,
certaines études montrent une corrélation entrgp&Heptinémie et la tachycardie,
I'hypertrophie des cardiomyocytes et I'épaississgméu myocarde observés chez les
individus présentant un surpoids (143). De mémez dbs insuffisants cardiaques il semble
exister une corrélation positive entre la leptinémi I'intolérance a I'exercice, indépendante
de ladiposité. De plus, il a été montm vitro que I'hyperleptinémie avait un effet
prohypertrophique sur les cardiomyocytes et induisae augmentation de la production
d’oxydes réactifs par ces cellules (143). Toutesateservations suggerent lI'implication de la
leptine dans le développement de l'insuffisancaliegue et la progression de ses signes
cliniques chez I'homme, et on peut donc se poseulsstion d’'un réle équivalent chez le
chien. Néanmoins, pour le moment, aucune étudelcaet a étudier le role de la leptine dans
les maladies cardiovasculaires chez le chien n&étréalisées et cette hypothése reste a

explorer.

De plus, la leptine semble étre impliquée dans damétion des plaques
d’athérosclérose chez I'homme (143) et dans l'apipardes coronaropathies associées a
I'obésité (86) ; I'hyperleptinémie correspond a facteur de risque pour linfarctus du
myocarde (143). Ces pathologies sont rares en nm&deétérinaire (169), et il est donc peu

probable que I'hyperleptinémie ait un effet équivdlichez le chien.

Malgré les espoirs thérapeutiques initialement @ésoa la découverte de la leptine,
cette hormone se révele étre inutile dans le trete de la plupart des cas d’obésité. Par
contre, il apparait évident que I'hyperleptinémiug un réle dans les nombreuses
dysfonctions métaboliques associées a I'obésitanhéins I'importance exacte de ce rble est
difficile a établir étant donné la complexité degaanismes de régulation et de compensation
mis en place lors de 'augmentation du poids. Dedes sont encore nécessaires pour évaluer
'impact exact de [I'hyperleptinémie sur le dévelepgent de [linsulinorésistance, de
I'hypertension et des problémes cardiovasculaises@es a I'exces de poids chez I’'homme et

chez les carnivores domestiques, afin d’envisageg @éventuelle utilité thérapeutique
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d’antagonistes de la leptine dans la limitationlal@rogression des anomalies métaboliques

liées au surpoids.

3. Leptine et immunité

Etant donné les propriétés régulatrices et actoesirde la leptine sur la réponse
immunitaire non spécifique et spécifique a médratellulaire (cf.suprg, cette hormone est
reconnue comme un éventuel candidat au traitenemnethts d'immunodéficience associés a
la cachexie chez 'lhomme comme l'anorexie nerveligggection par le VIH (Virus de
I'Immunodéficience Humaine) ou les cancers (10HeLles animaux domestiques on peut
imaginer des applications médicales équivalentas tasuivi médical des patients cancéreux
et infectés par les virus immunosuppresseurs féfins et FeLV). Chez 'homme et la souris,
I'administration de leptine exogene a montré uetgbbsitif sur I'activation et la prolifération
des lymphocytes T chez les individus déficients Igptine et une augmentation des
concentrations de cytokines circulantes chez lewtifp présentant une hypoleptinémie
acquise chronique (108). Néanmoins, aucune étudeét® entreprise pour évaluer l'effet
thérapeutique de l'administration de leptine cheg individus cachectiques et le risque
d’effets néfastes apparait élevé, notamment I'effebrexigéne chez des patients déja

anorexiques et I'effet proinflammatoire possibles.

Etant donné son réle de cytokine proinflammatoitesen implication dans le
développement des maladies auto-immunes, la mautulae la concentration de leptine
circulante pourrait étre une option thérapeutiquéressante dans le traitement des maladies
auto-immunes impliquant une suractivation de laonge cellulaire (107). Le controle de la
leptinémie peut se faire par I'intermédiaire dedgulation de I'apport alimentaire et il a été
observé chez les individus atteints d'arthrite rhtoide que le jelne diminuait la
concentration des marqueurs de I'inflammation gnaentait la sécrétion d’lL-4 avec comme
conséquence une amélioration des signes clinidueegelne prolongé étant délétere pour
'organisme, cette option thérapeutique n’'est pasisageable a long terme, par contre
'administration d’antagonistes du récepteur Ob-Riurrait étre une option intéressante
(107). Récemment, un mutant de la leptine capaledérer avec le signal leptine a été
identifié et représente aujourd’hui un modele deheeche en vue de développer un
antagoniste de faible poids moléculaire ayant &&aatéristiques nécessaires a de futurs essais
thérapeutiques (121). Si les antagonistes deptinketrouvaient une place dans le traitement

des maladies auto-immunes chez ’homme, on pedtr@spne application similaire chez les
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carnivores domestiques, chez qui les maladies ientatnes systémiques représentent aussi
un probleme médical important. Cependant, aucundeéh’a documenté a ce jour une
implication de la leptine dans les maladies autoximes chez ces especes et le lien entre

auto-immunité et leptine reste encore a prouver &hehien et le chat.

Enfin, étant donné que la leptine oriente la répohs systéeme immunitaire en Thl

elle pourrait aussi constituer un adjuvant intéaasslans les protocoles de vaccination (107).

4. Leptine et reproduction

Il a été montré chez 'homme et les rongeurs queptne joue un réle important dans
la fonction de reproduction et la gestation &ifprg. Malheureusement aucune étude a ce
sujet n'a été réalisée chez les carnivores domessiq

Chez 'homme le rble exact de la leptine dans fection de reproduction doit encore
étre clarifié avant d’envisager des applicationslicedes a l'utilisation de la leptine exogéne
(157). Néanmoins des résultats ont déja été obtdans le traitement de I'aménorrhée
hypothalamique, dysfonction métabolique égalemssb@ée a un état d’hypoleptinémie qui
pose des problemes importants d’infertilité et tBoporose, et on peut donc imaginer une
utilité de la leptine dans le traitement de ceraiautres formes d’infertilité (32,157).

Chez la femme les grossesses pathologiques, tpliescelles compliqguées de pré-
éclampsie ou de diabéte gestationnel semblentaéseciées a des concentrations anormales
de leptine ce qui pourrait également constituer peespective intéressante pour cette
hormone en médecine humaine, comme outil diagnpsticlant la grossesse. Une meilleure
compréhension du réle exact de la leptine dansdmtien de la gestation, la croissance
foetale et la physiopathologie de ces grossessesales est nécessaire avant d’envisager des
applications médicales (30,64).

Enfin, étant donné son rble dans les stades préahceéveloppement embryonnaire
et dans l'implantation, il est également intéress#ianvisager une application pour cette

hormone dans les protocoles de reproduction assestde transfert embryonnaire (30).
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Pour le moment les applications médicales de la lipe sont encore trés réduites
et se résument principalement a la correction destas de déficience congénitale chez
'homme. Néanmoins le succes thérapeutique et la cs&ité observés lors
d’administration exogéne de leptine humaine recombiante a ces individus est
encourageant. La leptine offre aujourd’hui de nouvlles perspectives chez ’lhomme dans
le suivi des individus souffrant de lipo-atrophie,et dans le traitement des problemes
d’infertilité associés a une dysfonction hypothalamgue. La découverte récente d'un
antagoniste de la leptine ouvre de nouveaux espoiour le contrble des maladies
inflammatoires a médiation auto-immune et le suivides individus obéses. Néanmoins le
réle de la leptine dans la physiopathologie de I'agdsité doit encore étre précisé avant
d’envisager une telle application.

Aucune application médicale n’a encore été envisagén medecine vétérinaire,
car certainement les réles de la leptine chez learaivores domestiques n’ont encore été

que trés peu étudiés.
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CONCLUSION

Un peu plus de 10 ans aprés sa découverte, catte atpermis de clarifier le mode
d’action et les roles principaux de la leptine.

Il faut retenir que la leptine est un marqueur #d@esde I'état de la balance
énergétique et des réserves adipeuses, la carrélptsitive entre la masse grasse et la
leptinémie ayant été démontrée chez toutes lescespétudiées (rongeurs, carnivores et
herbivores). La leptine apparait aujourd’hui é&rgédrant de I'équilibre entre les apports et les
dépenses énergétiques dans les conditions physjolxgy protégeant ainsi I'organisme du
jelne et de I'obésité en favorisant la conservatume quantité de réserves énergétiques
physiologiques. Par contre en cas de surpoids,pétgptinémie et le phénomene de
résistance centrale qui en découle représentent fatdsurs prédisposant a I'obésité.
L’hyperleptinémie est également impliquée dansHgsmpathologie du syndrome obésité,
notamment elle semble participer a la mise en pdackinsulinorésistance, de I’hypertension
et des problemes cardiovasculaires associés &Beke poids. Néanmoins son role exact dans
I'apparition de ces anomalies métaboliques n’'estgraore parfaitement établi étant donné la
complexité des mécanismes de régulation et de awosagien mis en place lors de
'augmentation du poids. Notamment il apparait séage de clarifier le réle des autres
facteurs adipocytaires impliqués dans la régulatiorpoids et de I'insulino-sensibilité, tels
gue I'adiponectine, la résistine et la sécrétine.

De part sa structure, la leptine appartient a mhailfa des cytokines a hélices et il est
maintenant démontré qu’elle participe a la répanflammatoire et immunitaire. Elle joue
également un réle important dans la régulation dections annexes a I’homéostasie
énergétique, comme le métabolisme osseux et latgest

Les réles de la leptine ont été largement étudhiez d’homme pendant ces dix
dernieres années. Par contre chez les carnivoresdligues, bien que le géne ait été identifié
et séquencé, les études spécifiques sur cette hersamt peu nombreuses. Chez ces especes
il a été démontré que la leptine est sécrétée gaissu adipeux proportionnellement a la
masse adipeuse et que I'obésité est associée eésistance a I'hormone, comme chez les
autres especes. Par contre aucune étude sur sesspicifiques n’a été realisée. D’autres
expériences doivent, par conséquent, étre condpdes mettre en évidence les tissus cibles
et les effets de la leptine chez le chien et l¢.ddatamment ses implications dans le contrble

de la prise alimentaire et la dépense métabolilgueégulation des axes neuroendocrines, la
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réponse inflammatoire et immune, la gestation etmiétabolisme osseux doivent étre
précisées.

Pour le moment il est admis que les données ésatitiez I’'homme et les rongeurs de
laboratoire sont extrapolables étant donnée la foonservation de la protéine au cours de
I'évolution. Néanmoins les expériences déja réatisent montré des variations spécifiques
dans les effets de I'hormone entre 'homme et tegyeurs et il est donc probable que de
telles différences existent aussi chez les caras/@tomestiques. Tout reste donc encore a
démontrer, pour espérer comprendre I'implicatiortaiélique de la leptine spécifiguement
chez les carnivores domestiques et envisager déskes applications au dosage ou a

['utilisation de cette hormone en médecine véténna
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TITRE : Contribution a I’étude bibliographique de la leptine chez les carnivores domestiques.

RESUME :

La leptine est une hormone polypeptidique polaire de 146 acides a aminés découverte en 1994 par Zhang et al.
Treize ans aprés, cette étude fait la synthése des connaissances établies sur cette hormone. La leptine est sécrétée
principalement par les adipocytes en fonction des réserves adipeuses et de la balance énergétique. Son rdle
principal est de réguler les apports et les dépenses de I’organisme afin de garantir ’homéostasie énergétique.
Chez ’homme, elle participe a la régulation centrale de la prise alimentaire, des axes thyréotropes, gonadotropes
et corticotropes par son action directe au niveau de ’hypothalamus, et au contrble de la mobilisation, de
I’utilisation et du stockage des réserves en agissant au niveau des tissus adipeux et musculaire essentiellement.
Elle joue également un rdle dans les réponses inflammatoires et immunes, la gestation et le métabolisme osseux.
Le surpoids est associé & une hyperleptinémie qui participe & la progression de 1'obésité en entrainant un
phénomene de résistance centrale 3 I’hormone. Chez les carnivores domestiques, les roles de la leptine ont été
peu étudiés et une meilleure compréhension de son implication dans le métabolisme de ces animaux est
nécessaire avant d’envisager des applications médicales en médecine vétérinaire. A ce jour les applications
médicales se limitent & la correction des états de déficience en leptine chez I’homme.

MOTS-CLES : leptine, chien, chat, balance énergétique, obésité

ENGLISH TITLE : Contribution to the bibliographical study of leptin in dog and cat.

SUMMARY :

Leptin is a 146 amino acids polar hormone discovered in 1994 by Zhang et al. Thirteen years later, this study is a
synthesis of the current knowledge of this hormone. Leptin is produced principally by adipocytes according to
the body fat content and energy balance. Its main role is regulation of energy entry and expenditure, in order to
insure energy homeostasis. In human, it acts in the hypothalamus to regulate food intake, thyrotropic,
gonadotrophic and adrenal axis, and in muscle and adipose tissue to control mobilisation, utilisation and storage
of fat stores. Furthermore it plays a role in immune and inflammatory responses, pregnancy and bone
metabolism. Elevated levels of serum leptin in overweight patient cause leptin resistance which is involved in
obesity progression. In companion animals, little information about leptin roles are available and a better
understanding of leptin participation in these species metabolism is required to consider clinical applications in
veterinary medicine. Currently clinical applications are restricted to leptin deficiency correction in human.

KEY WORDS : leptin, dog, cat, energy balance, obesity



