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RESUME

La leptine est une hormone principalement produite par les adipocytes. Elle intervient dans le
contrdle de la masse adipeuse par ces effets sur la prise alimentaire et le métabolisme
énergétique. L’objectif de ce travail est d’étudier I’influence de la leptine sur 1’utérus de rat
femelle Wistar. L’expérimentation est réalisée sur des rattes immatures et adules. La leptine est
injectée quotidiennement pendant 5 jours aux femelles expérimentales (E) par voie
intrapéritonéale a raison de : 8 g/ 100 g de poids corporel, le méme volume de solution saline
est injecté aux femelles témoins (T). Les animaux sont sacrifiés 24 heures apres la derniére
injection par décapitation, les cornes utérines droites et gauches sont prélevées et pesées, les
cornes droites sont fixées dans du formaldéhyde a 10% pour une étude histologique.
Les résultats des poids moyens absolus et relatifs des cornes utérines semblent similaires chez
les femelles immatures traitées par la leptine comparées aux témoins (0.1001 + 0.0116
vs 0.0996 + 0.0126 g et 0.0015 + 0.0001 vs 0.0016 + 0.0001 g, respectivement). Chez les
femelles adultes traitées, les résultats montrent une augmentation non significative des poids
moyens absolus et relatifs des cornes utérines comparées aux témoins (0.4756 + 0.0693
vs 0.4542 +0.0650 g et 0.0034 + 0.0005 vs 0.0031 + 0.0004 g, respectivement).
L’¢étude histologique n’ayant pas pu €tre menée a terme compte tenu de la situation sanitaire
exceptionnelle liée a la COVID-19, I’analyse des articles scientifiques nous a permis de
constater que la leptine est impliquée dans la régulation du poids utérin, qu’elle favoriserait
I’implantation et la gestation et qu’elle aurait un effet inhibiteur physiologique sur la
contractilité utérine. L’expression de la leptine est plus élevée dans I’endométre des femmes
atteintes du Syndrome des Ovaires Polykystiques, son implication dans I’endométriose reste
controversée mais son dosage pourrait aider a identifier les femmes prédisposées a développer

un diabéte gestationnel.

Mots clés : Leptine, utérus, poids, implantation, gestation, contractilité



ABSTRACT

Leptin is a hormone mainly produced by adipose cells. It intervenes in the control of body fat
by these effects on food intake and energy metabolism. The aim of this work is to study the
influence of leptin on the uterus of female Wistar rat. The experiment is carried out on immature
and adult female rats. Leptin is injected daily for 5 days to experimental females (E)
intraperitoneally at 8 g / 100 g of body weight, the same volume of saline solution is injected
to control females (T). The animals were sacrificed 24 hours after the last injection decapitation,
the right and left uterine horns were collected and weighed, the right horns were fixed in 10%
formaldehyde for a histological study. The results of absolute and relative mean weights of
uterine horns appear similar in immature females treated with leptin compared to controls
(0.1001 £ 0.0116 vs 0.0996 + 0.0126 g and 0.0015 + 0.0001 vs 0.0016 + 0.0001 g, respectively).
In treated adult females, the results showed a non-significant increase in absolute and relative
mean weights of uterine horns compared to controls (0.4756 + 0.0693 vs 0.4542 + 0.0650 ¢
and 0.0034 + 0.0005 vs 0.0031 £ 0.0004 g, respectively). As the histological study could not be
completed given the exceptional health situation related to COVID-19, the analysis of scientific
papers showed that leptin is involved in the regulation of uterine weight; it promotes
implantation and gestation, and has a physiological inhibitory effect on uterine contractility.
Leptin expression is higher in the endometrium of women with Polycystic Ovary Syndrome,
its implication in endometriosis remains controversial, but its dosage could help identify women

predisposed to developing gestational diabetes.

Keywords: Leptin, uterus, weight, implantation, gestation, contractility
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INTRODUCTION

Chez les mammiferes, la fonction reproductive est strictement dépendante des disponibilités
énergétiques, et il est bien connu que des modifications aigués de 1’état métaboliques sont

capables d’altérer la fonction de 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (Caprio, 2004).

La reproduction est un processus biologique qui est énergiquement couteux pour les
organismes. Une bonne communication avec le systeme impliquant le métabolisme énergétique
doit étre mis en place pour s’assurer que la reproduction se déroule correctement jusqu’a son
terme. Ainsi, des hormones endocriniennes produites par le tissu adipeux interagissent aussi
bien au niveau central que périphérique de maniéres endocrine, paracrine, et autocrine afin de
permettre le contrdle des tissus impliqués dans le métabolisme énergétique, ainsi que ceux
impliqués dans la reproduction. Ces peptides bioactifs secrétés par le tissu adipeux sont nommeés
adipokines (Morin, 2019).

La découverte de la leptine en 1994 a ouvert de nouvelles perspectives dans 1’étude des
mécanismes qui contrdlent le métabolisme énergétique et le poids corporel (PC). Cette
adipokine est une hormone protéique codée par le géne ob. Elle joue un réle primordial dans le
controle de ’appétit et de 1’alimentation, c’est pourquoi, elle est qualifiée d’hormone de la
satiété (Baudin, 2000). En effet, son absence pourrait étre a 1’origine d’une obésité chez

I’homme et chez les rongeurs (Casanueva et Dieguez, 1999).

Depuis sa découverte, cette hormone est considérée comme un facteur clé informant le systeme
nerveux central, et notamment 1’hypothalamus sur le niveau des réserves énergétiques au niveau
périphérique, et intervenant dans la régulation de la nutrition, du métabolisme énergétique et de
plusieurs fonctions endocriniennes notamment la croissance et la reproduction (Casanueva
et Dieguez, 1999).

Ce travail a été réalisé dans le cadre d’un Projet de Recherche axé sur les interactions
hormonales, engagé par une équipe de I’Endocrinologie du Laboratoire de Biologie et de
Physiologie des Organismes de I’Université des Sciences et de la Technologie Houari
Boumediene (U.ST.H.B.), dirigé par Madame Le Professeur HADJ-BEKKOUCHE F.

L’objectif etant d’étudier I’influence de la leptine sur 1’utérus chez le rat femelle Wistar apreés



injection de cette hormone a la dose de 8 pg / 100 g de poids corporel par jour pendant une

période d’essai de 5 jours.

Ce document a été rédigé selon les recommandations du « Guide du mémoire de Projet de Fin
d’Etudes pour [’année universitaire 2019-2020 (Situation particuliére liée a la Covid-19) ».
Il comporte deux parties : une synthese bibliographique comprenant trois chapitres, le premier
présente des genéralités sur la leptine et son récepteur, le deuxieme porte sur le systeme
reproducteur de la ratte et le troisieme traite des actions de la leptine sur la fonction
reproductive. Dans la partie expérimentale sont exposes : le matériel et les méthodes utilisés,
ainsi que les résultats de 1’étude pondérale des utérus. L’étude histologique n’ayant pas pu étre
menée a terme compte tenu de la situation sanitaire exceptionnelle liée a la COVID-19,
sept articles scientifiques traitant de I’effet de la leptine sur 1’utérus chez les rongeurs
et I’homme sont présentés et discutées. Enfin, des perspectives sont proposées a 1’issue de ce

modeste travail.
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1 Chapitre 1 : Géneralités sur la leptine et son recepteur

1.1 Découverte de la leptine

Les expeériences de Hetherington et Ranson (1942), puis d’Anand et Brobeck (1951) furent les
premieres démonstrations de I’importance de I’hypothalamus en tant que centre de contrdle de la
prise alimentaire et de la dépense énergétique. La Iésion de I’hypothalamus ventromédian induit
une hyperphagie conduisant a une obésité morbide, ainsi qu’une altération de la thermorégulation.
La 1ésion de I’hypothalamus latéral induit une forte réduction de la prise alimentaire conduisant a

la mort par famine (Hetherington et Ranson, 1942 ; Anand et Brobeck, 1951).

Kennedy (1953), en développant sa théorie lipostatique fut le premier en 1953 a expliquer la
constance du poids d’un individu au cours de sa vie par la régulation de la masse adipeuse de
I’organisme. En se basant sur les expériences de Iésions hypothalamiques réalisées au cours des
années 1940-50, il émit I’hypothése d’une relation entre la masse adipeuse et le controle
hypothalamique de la prise alimentaire. L’hypothalamus collecterait des informations relatives a
la quantit¢ de masse adipeuse de I’organisme par I’intermédiaire d’un facteur circulant,

et régulerait en retour la prise alimentaire et les dépenses énergétiques de maniere adéquate.

Les travaux d’Hervey réalisés en 1959 marquérent I’histoire de 1’étude de la prise alimentaire.
Grace au processus chirurgical de parabiose, permettant I’union chronique de deux rats vivants en
suturant ensemble leur péritoine et leurs muscles (Huff, 1950), il réunit la circulation sanguine
d’un rat rendu obese par 1ésion hypothalamique et d’un rat controle (Hervey, 1959). Suite a cette
union, le comportement du rat obese n’est pas modifié¢ tandis que le rat contrdle cesse de
s’alimenter. Hervey suggere alors 1’existence d’un facteur de satiété circulant dont la concentration
chez le rat obése devait €tre augmentée par rapport au rat contrdle. L’absence d’effet observée
chez le rat ayant subi une lésion hypothalamique suggere également la présence du récepteur de
ce facteur de satiété circulant au niveau de ’hypothalamus. Cette simple expérience a permis de

mettre en place les préceptes de la leptine, dont 1I’étude est toujours d’actualité.

Les conclusions d’Hervey sont ensuite soutenues par la découverte de souris genéetiqguement
obéses, la souris « obese » (ob/ob) et la souris « diabetes » (db/db), caractérisées par une
hyperphagie, une dépense énergétique réduite et un syndrome d’obésité morbide. Coleman (1973)
réalise des expériences de parabiose avec ces deux modéles murins. La parabiose entre souris
contréle et ob/ob provoque une réduction de la masse adipeuse de la souris ob/ob et n’a pas d’effet
sur la souris controdle. La parabiose entre souris controle et db/db n’a pas d’effet sur la souris db/db,
mais induit cependant une forte réduction de la prise alimentaire (hypophagie) chez la souris

contrble conduisant & sa mort. La parabiose entre les souris ob/ob et db/db n’induit aucun



changement chez la souris db/db ; néanmoins la souris ob/ob devient hypophagique et meurt.
Coleman interpréte ses résultats de la maniere suivante : les souris ob/ob ne produisent pas le (ou
un) facteur de satiété, tandis que les souris db/db le produisent mais y sont insensibles (Fig. 1).
Il sera démontré plus tard que le géne obese code pour la leptine (Ob) et le gene diabétes pour son
récepteur (Ob-R). En effet, grace aux techniques de clonage moléculaire positionnel, la séquence
des génes obese murin et humain, a été identifiée par 1’équipe de Friedman (Zhang et al., 1994).
IIs retrouvent ainsi une mutation du géne obese chez les souris ob/ob. La méme équipe montre que
la protéine Ob est présente dans le plasma et que I’injection de celle-ci chez la souris produit une
réduction de la prise alimentaire et de la masse adipeuse (Zhang et al., 1994). Le facteur de satiété

découvert par Coleman vingt ans plus tot était identifié, et I’équipe de Friedman baptise le produit

du géne obese « leptine », du grec leptos signifiant fin ou maigre (Halaas et al., 1995).
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Figure 1 : Expériences de parabiose
Circulations croisées entre souris normales, souris ob/ob et souris db/db, qui démontrent I'existence potentielle
d'une substance hormonale transportée par la circulation sanguine et qui pourrait réguler l'ingestion
et I'accumulation de lipides corporels (TA : Tissu adipeux) : hypothése du "lipostat”, (d'apres Coleman, 1973,
1978 et 1981, in: Chemineau et al., 1999)



1.2 Localisation et organisation du gene ob
Le géne « obese », codant pour la leptine, a été identifié pour la premiére fois chez la souris, sur
le chromosome 6 (Zhang et al., 1994). Il est localisé sur le bras long du chromosome 7 chez

I’homme (Geffroy et al., 1995) et sur le chromosome 4 chez le rat (Isse et al., 1995).

Le géne ob est composé de 3 exons séparés par 2 introns. La séquence codante de la protéine Ob
est localisée au niveau des exons 2 et 3 et code pour un ARNm de 4,5 kb environ chez le rat.

Chez la souris, la taille totale du géne obese est de 20 kb. La taille de I’exon 1 est de 26 pb, celle
de I’exon 2 (qui posséde ’ATG) est de 175 pb et celle de I’exon 3 (qui posseéde le TGA est de
2600 pb au minimum. Les introns 1 et 2 mesurent 7,5 et 1,7 kb respectivement (Fig. 2)
(He et al., 1995).

Chez I’homme, le géne ob mesure environ 20 kb. La taille des différents exons chez 1’homme
et la souris est comparable. Les introns 1 et 2 sont cependant plus grands avec 10 kb et 2,3 kb
respectivement (Fig.2) (Isse et al., 1995). Cette séquence correspond a un peptide, la proleptine,
de 167 acides a aminés. Il se compose d’un peptide signal de 21 acides o aminés €liminé
ultérieurement dans les citernes du réticulum suivi des 146 acides o aminés de la leptine qui subira
comme seule modification post traductionnelle la formation des ponts disulfures
(Faure, 2007).
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Figure 2 : Taille et caractéristiques du géne obese murin et humain (Isse et al., 1995)

1.3 De la séquence génique et protéique a la fonction
Suite a ’obtention de la séquence nucléotidique du géne ob, son analyse en fonction des criteres
de similitude ou d’homologie a permis I’identification d’une séquence caractéristique d’une

protéine extracellulaire sécrétée (Zhang et al., 1994). L’équipe de Bryant (1995) a établi, a partir



de la séquence peptidique, les différentes structures 3D potentielles de la leptine, et recherché des
similitudes dans des banques de données adaptées. lls ont alors suggéré que le produit du géne ob
code pour une protéine pouvant adopter une structure similaire aux cytokines hélicoidales de type
Interleukine-6 (IL-6) (Madej et al., 1995).

La leptine est une protéine de 16 KDa. 67% de sa séquence peptidique est conservée entre les
différentes especes. Il existe un fort taux d’homologie entre la leptine de rat et de souris et entre la
leptine de souris et la leptine humaine avec respectivement 83 et 84% d’homologie
(Zhang et al., 1997).

La structure de la leptine est caractérisée par quatre hélices alpha antiparalléles (A a D) connectées
par deux longues boucles (AB et CD) et une plus courte (BC). La partie N-terminale de la protéine
est indispensable a 1’activité biologique de la leptine. Elle comporte un pont disulfure entre les
cystéines 96 et 146, qui serait important pour la sécrétion, la stabilité et la solubilité de la leptine
(Fig. 3) (Imagawa et al., 1998).

Figure 3 : Structure tridimensionnelle de la leptine (Zhang et al., 1997)
Les 4 helices alpha sont representées en rouge (A,B,C,D), I'extention C-terminale de I'nélice D est en rose,
la petite helice E est en vert, les boucles de connexion entre les hélices sont en bleues (AB,BC,CD), le pont

disulfure entre les cysteines 96 et 146 est representée en rouge.

Initialement, les adipocytes du tissu adipeux blanc étaient considérés comme les cellules

productrices de leptine. Cependant, une synthese physiologique de leptine a été mise en

évidence dans de nombreux tissus notamment le muscle, le foie, 1’hypophyse, le placenta,
I’estomac (Jin et al., 1999 & 2000 ; Morash et al., 1999), la glande mammaire, les glandes

surrénales et les os (Budak et al., 2006). La régulation de la synthese de leptine est différente



selon les tissus considérés et elle est soumise a un grand nombre de facteurs de régulation, dont

I’importance relative dépend de 1’état physiologique de 1’organisme (Smallwood, 2007).

1.4 Recepteur de la leptine

Le récepteur de la leptine ou Ob-R a éte identifié pour la premiere fois chez la souris par Tartaglia
et al. en 1995. C’est un récepteur transmembranaire de la famille des récepteurs des cytokines de
classe 1. Les membres de cette famille présentent un domaine extracellulaire caractéristique
contenant un motif de 4 cystéines et une séquence Trp-Ser-XTrp-Ser (WSXWS), ainsi que
plusieurs sous-domaines de type fibronectine 111 (Bazan, 1990). Ob-R présente une forte analogie
structurale avec la Glycoprotéine 130 (gp 130) qui est un composant du récepteur de 1’1L-6, avec
le récepteur du G-CSF (Granulocyte Stimulating Factor) et avec le récepteur du LIF (Leukemia
Inhibitory Factor) (Tartaglia et al., 1995).

1.4.1 Différentes isoformes de récepteur de la leptine

Le récepteur Ob-R est codé par le géne db (Tartaglia et al., 1995) qui peut subir des mécanismes
d’épissage alternatif aboutissant a au moins 6 isoformes. Le gene diabetes codant pour Ob-R
posséde 17 exons communs a toutes les isoformes et plusieurs exons alternatifs. Toutes les
isoformes d’Ob-R partagent le méme domaine extracellulaire amino-terminal de 816 aa possedant
le site de liaison du ligand, un domaine fibronectine de type Ill, un pont disulfure indispensable a
I’interaction avec la leptine ainsi que le motif : Trp-Ser-X-Trp-Ser caractéristique de la famille des
récepteurs de cytokines de classe | (Kishimoto et al., 1994 ; Ahima et Flier, 2000).

Les isoformes different au niveau des domaines membranaire ou intracellulaire carboxy-terminal
et sont classées en trois catégories distinctes (Fig. 4) :
I’isoforme longue : Ob-Rb ;
- les isoformes courtes: Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd et Ob-Rf possédant un domaine
intracellulaire réduit ;
- lisoforme circulante ou Ob-Re ne possédant ni domaine membranaire ni domaine

intracellulaire.

Ob-Rb est fortement exprimée dans le noyau arqué de I’hypothalamus qui régule 1’appétit, les
dépenses énergétiques et la libération des gonadotrophines hypophysaires, mais aussi, a un
moindre degré dans les autres structures hypothalamiques impliquées dans le métabolisme
énergétique, les noyaux ventromédian et dorsomédian, et dans les méninges adjacentes,

notamment le plexus choroide et la leptoméninge (Mercer et al., 1996).

Ob-Ra est également impliquée dans le transport actif de la leptine du sang vers le cerveau. Cette

isoforme est fortement exprimée au niveau des micro-vaisseaux cérébraux et du plexus choroide,
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structures qui constituent respectivement la barriere hémato-encéphalique et la barriere hémato-

fluide cérébrospinal (Bjorbaek et al., 1998).

Les trois isoformes courtes Ob-Rc, Ob-Rd et Ob-Rf sont moins exprimées que Ob-Ra et le sont
retrouvés uniquement dans certains tissus. De plus, contrairement a Ob-Ra, leurs séquences sont

faiblement conservées entre les espéces (Ahima et Flier, 2000).

Ob-Re ne possede ni le domaine transmembranaire ni le domaine intracellulaire de Ob-R.
Ce récepteur circulant correspond & la protéine de liaison soluble de la leptine ou
« Binding protein» (Li et al., 1998).
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Figure 4 : Les différentes isoformes du récepteur de la leptine (Ahima et Flier, 2000)

1.4.2 Reépartition des différentes isoformes du récepteur

Le récepteur Ob-R est exprimé dans la plupart des tissus de 1’organisme. Cependant, on note une
répartition inégale des formes longues et des formes courtes, certainement liee a des fonctions
distinctes (Faure, 2007).

Ob-Ra est I’isoforme la plus exprimée au niveau périphérique, en termes de quantité et de
localisation, tandis qu’Ob-Rb est plus exprimée au niveau central. En effet, Ob-Ra semble
exprimée dans 1’ensemble des tissus périphériques étudiés (hypophyse, foie, muscles squelettique
et lisse, cceur, reins, pancréas, oS, poumons, intestin, testicule, ovaire, rate, glande
médullosurrénale et tissus adipeux) suggérant une grande diversité dans les fonctions de la leptine

et dans les processus biologiques qu’elle régule (Smallwood, 2007).



Initialement, 1’expression d’Ob-Rb n’avait été montrée qu’au niveau central. Cependant, quelques
études ont montre la présence de Ob-Rb au niveau de la médullosurrénale, du rein, du poumon, du
muscle et du foie (Hoggard et al., 1997 ; Tsuchiya et al., 1999 ; Kim et al., 2000).

Durant la gestation, la forme longue est exprimée dans le placenta, plus particuliérement dans les
cellules du trophoblaste et dans le tissu vasculaire pendant la période de croissance maximale du
feetus (Slicker et al., 1996). Par ailleurs, il a été mis en évidence dans les bourgeons du godt chez
le rat traduisant un éventuel réle de la leptine dans le contréle de la sensation du golt
(Shigemura et al., 2003).

1.5 Voies de signalisation activées par le récepteur de la leptine

La leptine est une hormone peptidique polaire qui, en se combinant sur des récepteurs
membranaires exprimeés par les cellules cibles, provoque une premiére cascade réactionnelle, au
voisinage de la membrane conduisant a la production de messagers cytoplasmiques (transduction
du signal membranaire). Selon leur nature et I’équipement enzymatique des cellules cibles, ces
messagers intracellulaires activent des enzymes multispécifiques cytosoliques de type kinases

responsables des effets biologiques observés (Faure, 2007).

Comme pour les autres récepteurs de la famille des récepteurs a cytokines, la voie JAK / STAT
(Janus Kinases / Signal Transducers and Activators of Transcription) est activée, mais d’autres
voies de signalisation ont également été mises en évidence, notamment 1’activation de la voie
MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), de la voie PI3K (Phosphoinositide 3-Kinase) et de la
voie AMPK ou AMP-Activated Protein Kinase (Faure, 2007).

15.1 Voie JAK/STAT

Comme le récepteur long Ob-Rb ne posséde pas d’activité enzymatique intrinséque (de type
Tyrosine Kinase), les mécanismes de transduction nécessitent I’intervention de tyrosine kinases
cytoplasmiques appelées Janus Kinases (en particuliers JAK 2), qui s’associent de maniére non
covalente au premier domaine intracellulaire, « box 1 ». Lorsque la leptine se lie a OB-Rb,
JAK 2 autophosphoryle ses propres résidus tyrosyles ainsi que ceux du domaine intracellulaire
d’OB-Rb (Y985, Y1077, Y1138). La présence de phosphotyrosyles permet la liaison
et P’activation de protéines STAT par phosphorylation de leurs résidus tyrosyles. Les STAT
activées se dimérisent grace a la mise en place d’interactions spécifiques entre les
phosphotyrosines et sont ensuite transloquées jusqu’au noyau ou elles interagissent avec des
séquences consensus spécifiques de I’ADN (ISRE : Interferon Stimulating Response Element)

et stimulent ainsi la transcription de différents génes (Fig. 5) (Hekerman et al., 2005).



Les isoformes courtes du récepteur ne possédent pas les sites de phosphorylation nécessaires a la

liaison des facteurs STATs et sont donc incapables d’activer cette voie (Catalono et al., 2009).

Chez I’homme et les rongeurs, I’injection de leptine induit I’activation de STAT3 dans les
principaux tissus impliqués dans le contréle de la balance énergétique : le tissu adipeux (Bendinelli
et al., 2000), le muscle et le foie (Kim et al., 2000), les Tlots de Langerhans (Morton et al., 1999)
et ’hypothalamus (Vaisse et al., 1996). STATL1 est également activée par la leptine in vivo,
principalement au niveau du tissu adipeux (Bendinelli et al., 2000), ainsi que STAT5 au niveau de
I’intestin (Morton et al., 1998).
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Figure 5 : Voie de signalisation STAT
La liaison de la leptine sur son récepteur entraine I'activation de JAK2, qui induit alors l'activation compléte de
Ob-Rb en phosphorylant ses résidus tyrosines 985, 1077 et 1138. Y1077 permet le recrutement et I'activation de
STATS et Y1138 le recrutement et I'activation de STAT1, STAT3 et STATS. Les protéines STAT activées
s'homodimérisent et subissent une translocation nucléaire ou elles stimulent la transcription de leur génes cibles
(Smallwood, 2007).

1.5.2 Voie des MAPK

La voie des MAPK joue un rdle prépondérant dans I’homéostasie énergétique de la cellule. Elle
stimule la production d’énergie en agissant par exemple sur le transport du glucose
et ’oxydation des acides gras, et freine la consommation énergétique en inhibant la lipogenése, la
gluconéogenese et la synthese protéique. Contrairement a la voie JAK / STAT, la voie des MAPK
peut étre activée par I’isoforme longue et les isoformes courtes du récepteur de la leptine. Son
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activation peut étre initiée selon deux voies distinctes, via le domaine intracellulaire phosphorylé

du récepteur ou indépendamment de celui-ci (Bjorbaek et al., 1997).

La famille des protéines MAPK comprend douze membres qui forment une véritable cascade de
signalisation activée entre autres par les cytokines. Cette cascade est activée par la leptine via Ob-
Rb et plus faiblement via Ob-Rs. En effet, la cascade Ras / Raf /.../ MEK / ERK (Mitogen-
activated Kinase / Extracellular signal Regulated Kinase) peut étre stimulée par 1’intermédiaire du
domaine intracellulaire phosphorylé de Ob-Rb ou indépendamment de celui-ci par JAK2.
Cependant dans les deux cas, I’activation de la protéine SHP-2 (SH2 domain-containing protein
tyrosine Phosphatase) est indispensable pour une activation maximale de cette voie de
signalisation (Bjorbaek et al., 2001). SHP-2 est recrutée par Ob-Rb au niveau du résidu tyrosine
Y985 (Li et Friedman, 1999) ou par JAK2 de facon directe ou indirecte. SHP-2 permet alors le
recrutement de la protéine adaptatrice Grb-2 (Growth factor Receptor Binding protein 2) (Banks
et al., 2000). Grb-2 active ensuite la protéine membranaire SOS (Son Of Sevenless), qui
phosphoryle a son tour une autre protéine membranaire Ras, déclencheur de la cascade des MAPK.
Les MEK-1/2 induit sa translocation nucléaire (Horgan et Stork, 2003) ou en coopération avec des
facteurs de transcription, elle régule I’expression de genes-cibles tels que c-fos et egr-1 impliques
dans les processus de prolifération et de différenciation. La voie IRS/PI3K peut également activer
la voie MAPK par I’intermédiaire de la protéine PKC ou Protéine Kinase C (Fig. 6) (Smallwood,
2007).
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Figure 6 : VVoie de signalisation des MAPK (Smallwood, 2007)
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2 Chapitre 2 : Systéeme reproducteur de la ratte

2.1 Appareil génital de la ratte
Le tractus génital femelle est composé de 1’ovaire, de 1’'utérus en communication, d’une part
avec deux oviductes par I’intermédiaire des cornes utérines, et d’autre part avec le vagin par

I’intermédiaire du col utérin (Fig. 7).

Figure 7 : Appareil reproducteur de la ratte (Rugh, 1968)
Ce : cervrix ; Cut: corne utérine ; CUT : corps utérin ; gc : glande clitoridienne ; Lu : lumiére utérine ;

Ov : ovaire ; Ovd : oviducte ; Re : Rein ; U : utérus ; Ur : urétre ; Va : vagin ; Ve : vessie ; Vu : vulve

2.1.1 Ovaires
Les ovaires sont des glandes paires situés juste sous les reins. lls sont de forme, de dimension
et de localisation variables selon I’espéce. Chaque ovaire est un organe ovoide, bosselé, réuni

au ligament large par un pédicule qui s’insére au niveau du hile et constitue le mésovarium
(Barone, 1978 ; Waynforth et al., 1992).

La section sagittale de la gonade montre essentiellement deux parties (Barone, 1978) :

e Une zone périphérique corticale ou cortex ovarien comprenant un épithélium germinatif
(de Balfour), la tunica albugina,, des formations cellulaires représentant les différents
stades évolutifs du follicule ovarien ainsi qu’un stroma cortical constitué de cellules
fusiformes groupées en faisceaux, de quelques cellules musculaires lisses et de cellules
interstitielles volumineuses polygonales a fonction endocrine.

e Une zone centrale dite medulla contenant des nerfs, des vaisseaux lymphatiques et de
tres nombreux vaisseaux sanguins. Les artéres ont un trajet tortueux, hélicoidal

lorsqu’elles pénetrent dans la corticale.
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2.1.2 Oviductes
Les oviductes ou trompes de Fallope (ou salpinx) sont sinueux chez la ratte et liés au segment
propre de I’ovaire (Raynaud, 1969). lls assurent la fécondation, le transport des gamétes males

et, en cas de fécondation, celui de ’embryon dans sa phase de vie libre (Vaissaire, 1977).

Chaque oviducte comporte quatre segments anatomiques (Vaissaire, 1977) : le pavillon
(infundibulum), ’ampoule, I’isthme et une portion interstitielle s’ouvrant dans la cavité utérine
par I’orifice utérin. La paroi de la trompe comprend trois couches disposées concentriqguement
de la lumiere a la périphérie (Barone, 1978) : une muqueuse plissée, une musculeuse et une

séreuse épaisse contenant des vaisseaux et des nerfs.
2.1.3 Utérus

Chez la ratte, I’utérus présente une morphologie de type bicornis. Par ses sécrétions et sa
motricité, I’utérus est impliqué a la fois dans le transport des spermatozoides et/ou des ovules
fécondés (Rousseau et Menezo, 1991), dans I’implantation et la croissance de 1’embryon puis

dans I’expulsion du feetus a I’issue de son développement (Vaissaire, 1977).

De la lumiére a la périphérie, la paroi utérine est composée de trois tuniques (Fig. 8)
(Barone, 1978) :

e Une muqgueuse ou endometre qui présente d’importantes variations structurales selon la
portion d’utérus considérée et selon le stade du cycle sexuel ou de la vie génitale.
L’endométre joue un réle important dans la nidation et dans la constitution du placenta.

e une musculeuse ou myomeétre comportant :

v une couche musculaire lisse interne trés épaisse a orientation surtout circulaire ;

v' une couche superficielle externe plus mince constituée de faisceaux orientés
longitudinalement.

v Ces deux couches musculaires sont séparées par du tissu conjonctif contenant un
important plexus vasculaire, de nombreuses fibres nerveuses végétatives
et élastiques.

e une séreuse formée d’un tissu conjonctif lache riche en fibres.
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Figure 8 : Section d’une corne utérine de ratte albinos colorée a I’Hémalun Eosine (X100)
(El Morshedy et al., 2020)

E : Endométre, L : Lumiere, M : Myométre, PL : Plis longitudinaux, S : Séreuse

2.1.4 Vagin

Le vagin est un tube musculaire qui s’étend du col au vestibule. La muqueuse présente des plis
longitudinaux plats qui s’étendent sur toute la longueur du vagin (Preidklans et Leiser, 1998).
Avec la vulve, il constitue 1’organe copulateur de la femelle et livre passage au feetus lors de la
parturition. La paroi du vagin comporte trois couches disposées concentriquement de I’intérieur

vers I’extérieur : une muqueuse, une musculeuse et une adventice (Barone, 1978).

2.1.5 Vestibule vaginal
C’est la partie la plus caudale du vagin ou se rejoignent les systemes reproducteur et urinaire.

On retrouve dans le vestibule la fosse clitoridienne ou se trouve le clitoris (Barone, 1978).

2.1.6 Vulve
Elle correspond au sinus uro-génital de la femelle (Barone, 1956). C’est la partie visible du

systeme reproducteur femelle des mammiféres (Barone, 1978).

D’une maniére générale, le poids et la dimension des différentes parties du tractus genital, sont

variables selon les especes animales. Le tableau 1 indique les valeurs chez la ratte.

Tableau 1 : Poids et dimensions des organes génitaux chez la ratte (In: Vaissaire, 1977)

Ovaire Oviducte Utérus Vagin

Poids (mg) | Longueur (cm) | Largeur (cm) | Longueur (cm) | Poids (g) |Longueur (cm) |Longueur (cm)

70490 0.5 0.3 2.5-3 0.3-0.43 4.6 2.5

Chen (1968)

Ber (1972) Altman (1962) | Altman (1962) | Altman (1962) | Ber (1972) | Altman (1962) | Altman (1962)
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2.2  Cycle cestral

2.2.1 Régulation du cycle cestral

Chez la ratte, le cycle cestral dure 5 a 6 jours (Vaissaire, 1977) et est sous le contrdle de trois
hormones d’origine hypophysaire (Kenmonge, 2007) :
e FSH (Follicule Stimulating Hormone) : Elle stimule la croissance et la maturation
folliculaire, et favorise également la synthése des cestrogénes par les follicules ;
e LH (Luteinizig Hormone) : Elle achéve la maturation folliculaire et provoque
I’ovulation ;
e LTH (Hormone lutéotrope ou Prolactine) : Elle stimule chez la rate la formation du
corps jaune et la sécrétion de progestérone.

L’hypothalamus intervient pour stimuler la sécrétion hypophysaire de gonadostimulines
(FSH et LH) par le biais de la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone ou Gonadolibérine)
et inhibe la sécrétion hypophysaire de la LTH par la PIH (Prolactin Inhibing Hormone) (Santulli
et Awogini, 1990 ; Oakberg, 1996). Les secrétions hypophysaires de FSH ou de LH dépendent
du rythme de sécrétion de la GnRH, un rythme lent favorise la sécrétion de FSH et un rythme
rapide celle de LH (Santulli et Awogini, 1990 ; Oakberg, 1996).

L’hypothalamus qui regoit les informations du cortex agit par ’intermédiaire de la GnRH au
niveau de I’hypophyse pour induire la sécrétion de la FSH qui provoque la croissance d’un ou
de plusieurs follicules ovariens : ¢’est le phénoméne de recrutement. Ces follicules produisent
des cestrogenes qui atteignent un certain seuil et exercent un rétrocontrdle positif sur
I’hypothalamus qui induit la libération hypophysaire de LH responsable de la maturation
folliculaire (phénomeéne de croissance), 1I’ovulation (phénomene de dominance), et la formation
du corps jaune (lutéogénese). Le corps jaune produit la progestérone qui exerce une rétroaction
négative sur 1’hypothalamus et empéche la croissance terminale de nouveaux follicules.
L’utérus produit a son tour la PGF2a (prostaglandine F2 a) qui provoque la régression du ou
des corps jaunes et la chute du taux de progestérone a 1’origine d’un nouveau cycle (Fig. 9)

(Picard-Hagen et al., 1997).
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Figure 9 : Schéma simplifié de la régulation hormonale du cycle cestral
(Picard-Hagen et al., 1997)

2.2.2 Modifications de la structure utérine au cours du cycle cestral

Au cours du cycle sexuel, le tractus génital subit des modifications structurales et de
fonctionnement sous P’influence de diverses hormones. Les principales modifications
histologiques de 1’utérus au cours du cycle ont lieu au niveau de 1’endométre (Preidkalns
et Leiser, 1998 ; Banks, 1993) :

e Procestrus . Sous I’influence des cestrogenes, ’endometre est restauré, la muqueuse
commence a s’hypertrophier et les cellules épithéliales cylindriques deviennent plus
hautes. La prolifération glandulaire débute mais le corps glandulaire est encore droit a
ce stade et les glandes ne sont pas ramifiées. La vascularisation et la congestion du
chorion augmentent, des hémorragies peuvent survenir. Quelques polynucléaires
neutrophiles commencent a envahir I’épithélium.

e (Estrus: La prolifération épithéliale, superficielle et glandulaire continue. L’activité
sécrétoire des cellules augmente. L’infiltration inflammatoire de 1’épithélium se
poursuit et devient mononuclée. Le chorion est caractérisé par une congestion maximale
accompagnee d’cedéme et d’hémorragies.

e Metestrus : L’hyperplasie glandulaire se poursuit et les glandes deviennent contournées
et ramifiées. L’ activité sécrétoire est toujours maximale. En revanche, la congestion des

vaisseaux et I’ceedéme du chorion régressent.
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e Dicstrus : Sous I’influence de la progestérone, I’hyperplasie glandulaire est maximale
et les glandes apparaissent trés contournées. En 1’absence de fécondation, sous 1’effet
de la régression du corps jaune, la vascularisation diminue et 1’activité sécrétoire est

arrétée. L épithélium de surface et les glandes subissent alors une involution.

Parallélement aux modifications histologiques de 1’endométre, des variations de I’activité

contractile du myomeétre sont observées.

2.3 Effet des stéroides sexuels, des prostaglandines et de I’ocytocine sur I’utérus

2.3.1 (Estrogénes

Les cestrogenes, représentés par l'cestradiol, I'cestriol et I'cestrone sont des hormones
stéroidiennes qui dérivent du cholestérol. 1ls sont synthétisés en grande partie dans les ovaires
par l'activité aromatase des cellules de la granulosa et, lors de la gestation, par le placenta. Ils
agissent via des récepteurs nucléaires (ERa et ERp) afin de modifier la transcription de certains
génes. L'isoforme p est la forme prédominante dans I'ovaire. Différents réles ont été identifiés
pour les deux isoformes : ERa inhiberait I'ovulation et la croissance utérine, tandis qu’ERp
stimulerait la croissance folliculaire et augmenterait le nombre d'ovocytes relachés a
I’ovulation. Durant le cycle cestral, la syntheése d'estrogenes varie. Chez la ratte, des variations

des niveaux d'cestrogénes ont été observées, leur concentration est maximale juste avant I'cestrus

(Drummond, 2006).

2.3.2 Progestérone

La progestérone est une hormone synthétisée principalement au niveau de I'ovaire. Elle provient
de la transformation du cholestérol en prégnénolone puis en progestérone sous l'action de deux
enzymes (déshydrogénase et isomeérase). La concentration de progestérone varie au cours du
cycle cestral. Lors de la gestation, elle est sécrétée par le corps jaune et joue un réle important
dans le maintien de la gestation, et aussi par le placenta (Levasseur et al., 2001).
La progestérone agit via des récepteurs nucléaires, lesquels sont présents au niveau de
I'endometre (Mulac-Jericevic et al. 2000 & 2003).

2.3.3 Prostaglandines (PG)

Les prostaglandines (PG) sont de petites molécules dérivées d’acides gras polyinsaturés
et appartenant a la superfamille des eicosanoides. Le précurseur des prostanoides, 1’acide
arachidonique subit une oxydation puis une réduction par les enzymes COX1 et COX2
(Cyclooxygénases 1 et 2 alias PGHS1 et PGHS2 : Prostaglandin endoperoxydase H synthases1
and 2), pour étre transformé en PGG2 (Prostaglandin endoperoxydase G2) puis en PGH2
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(Prostaglandin endoperoxydase H2). La PGH2 est ensuite convertie par des PG synthases
(PGDS, PGES, PGFS ou PGIS, ou TxAS : Thromboxane) en prostaglandines PGD2, PGE2,
PGF2a, ou Prostacyline (PGI2) ou Thromboxane A2 (TxA2) respectivement. Ces molécules
sont sécrétées et activent des récepteurs a 7 domaines transmembranaires, couplés aux protéines
G, les GPCR (G Protein Coupled-receptor). Il en existe neuf membres: DP1 et DP2
(ou CRTH2) pour la PGD2, EP1-4 pour la PGE2, FP pour la PGF2a, IP pour la PGI2 et TP
pour le TxA2, qui transduisent des signaux différents via la production des seconds messagers
AMPc ou IP3/ Diacylglycérol / Ca*™ (Fig. 10) (Breyer et al., 2001 ; Hata et Breyer, 2004).

Glycéro phospholipide
membranaire

Hydrolyse Phospholipase A2

Acide arachidonique

Oxydation m
PG

G2
Isomérisation PGIHZ
I i | | 1
Synthases  pgps PGES PGFS PGIS TxAS
4 & + ¥ ¥
Récepteurs DP1 DP2 EP1 £EP2 FP P TP
EP3 EP4
Messagers AMPc Ca™ Ca® AMPc Ca*™ AMPc Ca®"

Figure 10 : Synthése et actions des prostaglandines (Breyer et al., 2001; Hata et Breyer, 2004)

PGF2a est synthétisée par la PGFS et agit via son récepteur FP qui est trés peu sélectif et peut lier également
PGD2 et PGE2 a certaines concentrations (Hata et Breyer, 2004). PGE2 est synthétisée par PGES, qui existe
sous deux isoformes : microsomale ou cytosolique, et peut se lier a quatre récepteurs distincts : EP1, EP2,
EP3 et EP4. Les récepteurs EP3 et EP4 ont une plus grande affinité pour PGE2 que EPI et EP2 (Abramovitz
et al., 2000). Les récepteurs de PGE2 ont été détectés dans le stroma de I'endometre de rat et leurs

concentrations augmenteraient avec la progestérone (Abramovitz et al., 2000).

PGF20 et PGE2 principalement produites par I'endométre, ont fait I'objet de plusieurs études
dans le domaine de la reproduction qui ont révélé leur implication dans certaines étapes du

cycle cestral (Poyser, 1995) ou menstruel. En effet, PGF2a et PGE2 augmentent a partir du
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début du cycle menstruel et atteignent un maximum lors des menstruations (Singh et al.,
1975 ; Kelly et al., 1984 ; Rees et al., 1984).

PGF20 est impliquée dans le contrdle de la vasoconstriction de I'endomeétre durant les
menstruations (Able et al., 1979). Dans le myométre, elle stimule le muscle lisse et les
vaisseaux (Rees et al., 1984). Durant les menstruations, PGE2 oppose 1’effet relaxant sur le
muscle lisse par PGF2a, ce qui entraine une diminution de l'activité myomeétriale et I'induction
de la vasodilatation dans I'endometre. Un débalancement du ratio PGF2a / PGE2 peut entrainer
des saignements excessifs (ménorragies). Des fluctuations au niveau de la production de PGF2o.
ont été associées a plusieurs problemes au niveau des fonctions reproductrices de la femme

ainsi qu'au prolongement de saignements menstruels douloureux (Rees et al., 1984).

Selon les études réalisées par Kennedy et al. (1993), PGE2 jouerait un réle clé dans le processus
de décidualisation chez les rattes au cours de la gestation. Les chercheurs ont observé un
rétablissement complet de la réponse utérine suite a des injections de PGE2 chez des rats
auxquels la synthése endogene de PG avait été inhibée par de I’indométacine. Contrairement a

PGF2a, PGE2 augmenterait la permeabilité vasculaire (Kennedy, 1980).

D’autre part, PGF20 joue un réle crucial durant la parturition en augmentant les contractions
dans du myometre induites par I'ocytocine (OT). Selon une étude réalisée par Sugimoto et al.
(1997), les souris déficientes en récepteur FP présentent des niveaux de progestérone élevés et
persistants ainsi que des complications lors de la parturition. Puisque les récepteurs de PGF2a
n'ont pas été détectés dans I'endomeétre chez la ratte, les effets de cette PG pourraient donc

provenir de sa transformation en PGE2.

2.3.4 Ocytocine

L’ocytocine est synthétisée au niveau des noyaux paraventriculaires (PVN) et supraoptiques
(SON) de 1'hypothalamus (Brownstein et al., 1980) et libérée par la neurohypophyse en réponse
a de nombreux stimuli dont I’accouchement et I’allaitement. En effet, cette hormone
pléiotropique est capable d’induire un large éventail d'activités physiologiques et est impliquée

dans la contraction utérine et I’éjection du lait (Ott et Scott, 1909).
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3 Chapitre 3 : Actions physiologiques de la leptine sur la reproduction

Outre son role dans la satiété, 1’équilibre énergétique et la thermorégulation, la leptine tient une
place centrale dans le développement et la régulation de la reproduction. Dans 1’hypothalamus,
elle régule la sécrétion pulsatile de la LHRH (Luteinizing Hormone Releasing Hormone), dans
I’hypophyse elle module la sécrétion des gonadotrophines ; elle agirait aussi directement sur
les gonades. Chez les femelles, elle contribue largement au controle de 1’ovulation, informant
I’axe hypothalamo-hypophysaire des réserves énergétiques qui sont une condition limitante
pour mener a bien la fécondation, la gestation (Fig. 11) (Bruneau et al., 1999).

3.1 Leptine et axe hyopthalamo-hypophyso-gonadique

La leptine exerce une action majeure sur la régulation hypothalamo-hypophysaire de la
sécrétion des gonadotrophines, elle est susceptible d’agir directement sur les gonades

et constitue un facteur permissif du initiateur de la puberté (Bruneau et al., 1999).

L’administration de leptine exogéne aux souris ob/ob stimule la sécrétion de LH et de FSH,
enclenche la maturation sexuelle et rétablit une fonction de reproduction normale. Les mémes
observations ont été réalisées chez les humains déficients en leptine (Licinio et al., 2004). Il est
notamment décrit que cette adipokine favorise la sécrétion de GnRH par les neurones
hypothalamiques (noyaux arqué et ventromedian), contribuant & augmenter la sécrétion des
hormones gonadotropes hypophysaires. La leptine augmente également la fréquence
et I’amplitude des pulses de LH (Caron et al., 2008).

L’expression ¢élevée du géne ob-R dans les cellules ovariennes suggere un réle
direct de la leptine dans cet organe. En effet, il a été démontré que la leptine inhibe la
stéroidogénése, en particulier la synthése d’cestrogenes par les cellules de la granulosa et la
syntheése d’androgenes par les cellules de la théque de maniére dose dépendante (Zachow
et Magoffin, 1997 ; Spicer et Francisco, 1998). De plus, a dose physiologique, la leptine favorise
la maturation méiotique de I’ovocyte. Elle améliore également le taux de fécondation in vitro
et le développement embryonnaire préimplantatoire chez la souris. Ces effets semblent étre

réalisés par la voie MAPK associée a la prolifération cellulaire (Ye et al., 2009)
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Figure 11 : Effets de la leptine sur les tissus impliqués dans la reproduction (Hossner, 1998)

3.2 Leptine et implantation

L'implantation d’un embryon représente I'étape la plus critique du processus de reproduction,
impliquant une séquence complexe d’évenements de signalisation cruciaux pour I'établissement
d’une grossesse. Un grand nombre de médiateurs moléculaires identifiés ont été supposés étre
impliqués dans cette interaction foeto-maternelle, y compris hormones, cytokines, facteurs de
croissance, lipides et autres (Achache et Revel, 2006). La leptine et ses récepteurs sont exprimés
dans I'endométre tout au long du cycle menstruel (Kitawaki et al., 2000 ; Cervero et al., 2005 ;
Craig et al., 2005). De plus, un déficit d'expression d’Ob-R dans I'endometre a été mis en
évidence chez des patients présentant une hypofertilité et des signes d'anomalie de maturation
de l'endometre (Alfer et al., 2000). Par ailleurs, les embryons préimplantatoires expriment
I'ARNmM d’Ob-R suggeérant un réle important de la leptine dans le développement embryonnaire
(Fig. 12).
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Figure 12 : Hypothese générale des interactions du systeme de leptine humaine au niveau de
I'interphase materno-embryonnaire pendant la phase de préimplantation et d'implantation
D'apres Cervero et al. (2004)

3.3 Leptine et gestation

La leptine joue également un role important dans le maintien de 1’homéostasie énergétique
pendant la gestation, qui constitue un état de demande énergétique accru pour 1’organisme
maternel. Chez ’homme et la souris, la leptinémie augmente durant les deux derniers tiers de
la gestation, en conséquence d’une augmentation de la sécrétion par le tissu adipeux et par le
placenta et d’une augmentation de la sécrétion des formes de transports d’Ob-Re par le placenta
(Haugeul et al., 2006). En parall¢le, I’expression des formes longues et courtes du récepteur
diminue dans I’hypothalamus, ce qui ne se traduit pas un état de résistance a 1’effet central de
la leptine sur la prise alimentaire (Cervero et al., 2006). L’augmentation de la leptinémie
pendant la gestation ne se traduit donc pas par une diminution de la prise alimentaire chez la
mere mais constitue un signal pour I’organisme maternel permettant de favoriser la mobilisation
des réserves de graisses et ainsi augmenter la disponibilité énergétique afin de subvenir aux
besoins nécessaires a la croissance feetale. Aprés la mise-bas, la leptinémie chute rapidement
et constitue un signal permettant a I’organisme maternel de reconstituer ses réserves. La leptine
agit également localement, au niveau du placenta et de 1’utérus, et joue un role dans la fonction

et la croissance du placenta et dans I’implantation de I’embryon (Cervero et al., 2006 ; Haugeul
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et al., 2006). Elle stimule par ailleurs la production d’hCG (Human Chorionic Gonadotropin)
par les cellules du trophoblaste (Faure, 2007).

3.4 Leptine et placenta

La leptine est considérée comme une véritable hormone placentaire (Sefiaris et al., 1997). Elle
est sécrétée par le syncytiotrophoblaste tout au long de la grossesse. Le placenta exprime
également le récepteur Ob-R, suggérant un réle autocrine de la leptine dans la physiologie
placentaire. Elle stimule la prolifération et inhibe I’apoptose des cellules trophoblastiques
humaines en empruntant la voie MAPK (D’Ippolito et al., 2012). La leptine est également
impliquée dans la régulation du processus d’invasion trophoblastique (Schulz et al., 2007).
Cet effet est associé a un remaniement de 1’activité des métalloprotéases (MMP-2 et MMP-9)
(Castellucci et al., 2000). Enfin, la leptine augmente 1’expression des transporteurs de
nutriments dans les cytotrophoblastes humains et murins, suggérant un role de cette adipokine
dans le contrdle de la croissance feetale (Lea et al., 2000 ; Jansson et al., 2003 ; Farley et al.,
2010 ; Boeke et al., 2013 ; Rosario et al., 2015 ; Tsai et al., 2015).

3.5 Leptine et contractions utérines

Moynihan et al. (2006) ont démontré que la leptine exercait un effet inhibiteur sur la fréquence

et I’amplitude des contractions utérines spontanées ou induites par 1’ocytocine.

23



PARTIE EXPERIMENTALE




4 Matériel & Méthodes
4.1 Matériel

4.1.1 Matériel biologique
L’étude a été réalisée sur des rattes albinos de souche Wistar (Rattus norvigicus) provenant de
I’animalerie de la Faculté des Sciences Biologiques (FSB) de I’Université des Sciences et de la

Technologie Houari Boumédiene (USTHB).

4.1.2 Matériel non biologique
Les réactifs, colorants, produits chimiques et appareillages ont été fournis par le :
- Laboratoire d’Endocrinologie du Laboratoire de Biologie et de Physiologie des
Organismes (LBPO).
- Laboratoire d’Histologie du CHU Nafissa HAMOUD (Ex. Parnet, Alger)

4.2 Méthodes
4.2.1 Expérimentation
Les expériences ont été réalisées sur des animaux repartis en 2 lots :

- 1lot d’animaux de 30 j (femelles immatures) ;

- 1 lot d’animaux de 60 j (femelles adultes).
Chaque lot comprend un groupe témoin (T) et un groupe expérimental (E). La femelle T et la
femelle E correspondante ont un poids initial similaire.
Les rattes ont été soumises a une T° et hygrométrie ambiante et a la luminosité extérieure.
L’aliment pour « Rats & Souris » sous forme granulée a été distribué a raison de : 30 g / jour.
200 mL d’eau de boisson additionnée de 0.5 mL de vitamines ont été distribuées

quotidiennement.

4.2.2 Protocole expérimental
La leptine (Leptin rat, Lyophilised powder, Sigma-Aldrich®) est diluée a raison de
1 mg/ 100 mL d’NaCl a 9%eo.
- Les femelles expérimentales recoivent des injections quotidiennes de leptine a la dose
de 8 ug /100 g de PC par voie intra-péritonéale, au niveau du le cadran inférieur gauche.
- Le méme volume de la solution saline (NaCl a 9 %o) est injecté aux femelles T.
- Le PC est mesuré quotidiennement pendant la période d’essai de 5 jours.
- Le sacrifice est réalisé 24 heures apres la derniére injection par décapitation.
- Les cornes utérines sont préleveées et pesées. Les cornes utérines droites sont fixées dans

du formaldéhyde & 10% pour une étude histologique.
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Remarque : Les étapes de [’expérimentation décrites plus haut (Constitution des lots,
injections, mesure du poids corporel, sacrifice, prélevement et pesée des organes) ont été
réalisées antérieurement. L’étude experimentale proprement dite de cette étude commence

par [’étude histologique qui a été initiée au niveau du Laboratoire d’Histologie du CHU Nafissa

HAMOUD (Ex. Parnet, Alger), de la période du 02 aul7 Février 2020.

4.2.3 Etude histologique

4.2.3.1 Fixation

Elle correspond a I’immobilisation des constituants tissulaires et permet la réalisation des
techniques histologiques et les colorations ultérieures. Elle permet la conservation des
structures dans un état morphologique aussi proche que possible de 1’état vivant.

La fixation est effectuée juste apres le sacrifice, immédiatement apres récupération et pesée de

’organe.

4.2.3.2 Déshydratation

Les prélevements fixés sont déposés dans des cassettes en plastiques identifiées, qui sont ensuite
placées dans un bac sous 1’eau du robinet pendant une heure de temps environ.
Apres rincage, afin d’éliminer le fixateur, les cassettes sont placées dans un automate de
déshydratation (Fig. 13) pendant 12 h. L’automate contient :

- 6 bains d’éthanol a 100 ° (2h pour chaque bain) ;

- 4 bains de xyléne (1h30 min pour chaque bain) ;

- 2 bains de paraffine (1h30 min pour chaque bain).

Figure 13 : Automate de déshydratation
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4.2.3.3 Inclusion

L’inclusion dans de la paraffine consiste a infiltrer et a enrober les tissus a examiner avec de
la paraffine dans le but de les solidifier.
- Lapiéce déshydratée placée dans des cassettes est plongée dans de la paraffine fondue
(56 °C a 60°C).
- Lapiéce est ensuite placée dans un moule contenant de la paraffine fondue.
- Le moule est ensuite posé sur une plaque réfrigérée (Fig. 14a).
- Apres rigidification, on procéde au demoulage qui permet 1’obtention de fragments
tissulaires inclus dans un bloc de paraffine (Fig. 14b).

(b)

Figure 14 : Inclusion des piéces dans de la paraffine

4.2.3.4 Coupe & Etalement

Le bloc de paraffine contenant la corne utérine est placé dans un microtome pour des coupes
sériées de 3 a 4 um d’épaisseur (Fig. 15). Les rubans ainsi obtenus sont placés dans un bain-
marie réglé a 37°C, puis recueillis sur des lames en verre préalablement numérotées (Fig. 16)

qui seront ensuite placées dans une étuve a (60° C) pour leur séchage.
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Figure 16 : L'étalement des coupes sur des lames de verre

4.2.3.5 Coloration

Apres déparaffinage et réhydratation dans un bac de xyléne pendant 30 minutes, les lames sont

placées dans 1’étuve & 60 °C pendant 3 minutes pour le séchage.

La coloration utilisée est celle de Trichrome de Masson (Fig. 17 & Annexe A) :

Les lames sont placées dans des bains d’alcool a 100°, 90°et 70° (3 minutes pour chaque
bain), puis lavées a I’eau courante pendant 1 minute.

Les lames sont colorées a I’hématoxyline de GROAT pendant 2 minutes puis rincées a
I’eau courante pendant 5 minutes.

Elles sont ensuite placées dans la fuchsine-ponceau pendant 30 secondes et rincées.
Aprés passage dans une solution d’acide phosphomolybdique pendant 5 minutes, les
lames sont placées dans le vert lumiéere pendant 3 a 4 minutes, rincées a I’eau acétifiée,
placées dans 1’alcool 100° et enfin dans le xyléne pendant 3 minutes.
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Le but de la coloration est de visualiser les différentes structures cellulaires. Les noyaux sont
colorés en noir par I’hématoxyline, les cytoplasmes en rose par la fuchsine-ponceau et les fibres

collagénes en vert par le vert lumiere.

Figure 17 : Batterie pour la coloration au Trichrome de Masson

4.2.3.6 Montage

Le montage des lames permet de préserver les colorations. Apres déshydratation dans un bain
de xyléne, les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec PEUKITT® (Fig. 18).

Apres séchage, les lames sont prétes pour I’analyse microscopique.

Figure 18 : Montage des lames colorées

Le schéma récapitulatif des différentes étapes de 1’étude histologique est résumé dans la
figure 19.

4.2.4 Analyse statistique
Les résultats obtenus sont exprimées sous forme de : Moyenne arithmétique + ESM (Erreur
Standard a la Moyenne). L’analyse statistique est réalisée a I’aide du test de Student. Le niveau

de significativite est de : p < 0.05.
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l
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Figure 19 : Schéma récapitulatif des différentes etapes histologique
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5 Résultats & Discussion

5.1 Poids des cornes utérines

5.1.1 Femelles de 30 jours d’age

Chez les femelles de 30 jours, les poids moyens absolus des cornes utérines droites (CUD)

et gauches (CUG) semblent similaires chez les animaux traités par la leptine comparés aux

témoins (0.1001 + 0.0116 vs 0.0996 + 0.0126 g, p > 0.05). Méme constation pour poids moyens
relatifs des cornes utérines droites et gauches (0.0015 + 0.0001 vs 0.0016 + 0.0001 g, p > 0.05),
(Tableau 2, Fig. 20 & 21).

Tableau 2 : Poids absolus et relatifs des cornes utérines droites et gauches chez les femelles de

30 jours temoins et traitées par la leptine (Valeurs exprimées en g + ESM)

CubD p CUG p CUD+G p
Poids T 0.0492 +0 .0062 0.0504 + 0.0069 0.0996 + 0.0126
p>0.05 p>0.05 p>0.05
absolu E 0.0458 + 0.0078 0.0543 + 0.0085 0.1001 +0.0161
Poids T 0.0008 + 0.0001 0.0008 + 0.0001 0.0016 + 0.0001
) p>0.05 p>0.05 p>0.05
relatif E 0.0007 + 0.0001 0.0008 + 0.0001 0.0015 + 0.0001

Les valeurs individuelles des poids absolus et relatifs des cornes utérines D et G des femelles

témoins et des femelles traitées par la leptine des deux lots pendant la période d’essai sont

détaillées dans 1’ Annexe B.
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Figure 20 : Représentation graphique du poids absolu des cornes utérines droites et gauches

chez les femelles de 30 jours témoins (T) recevant du NaCl a 9%o et expérimentales (E)

traitées par la leptine a raison de 8ug / 100g de PC
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Figure 21 : Représentation graphique du poids relatif des cornes utérines droites et gauches
chez les femelles de 30 jours témoins (T) recevant du NaCl a 9%o et expérimentales (E)

traitées par la leptine a raison de 8 pg / 100g de PC
5.1.2 Femelles de 60 jours d’age

Chez les femelles de 60 jours, les résultats des poids moyens absolus des cornes utérines droites
et gauches montrent une augmentation non significative (p > 0.05) chez les animaux traités par
la leptine comparés aux témoins (0.4756 + 0.0693 vs 0.4542 + 0.0650 g). Méme constation pour
poids moyens relatifs des cornes utérines droites et gauches (0.0034 + 0.0005
vs 0.0031 + 0.0004 g), (Tableau 3, Fig. 22 & 23).

Tableau 3 : Poids absolus et relatifs des cornes utérines droites et gauches chez les femelles de
60 jours témoins et traitées par la leptine (Valeurs exprimées en g + ESM)

CuD p CUG p CUD+G p
Poids T 0.1888 + 0.0293 0.2654 + 0.0379 0.4542 + 0.0650
p>0.05 p>0.05 p>0.05
absolu E 0.2489 + 0.0502 0.2267 + 0.0288 0.4756 + 0.0693
Poids T 0.0013 + 0.0002 0.0018 + 0.0002 0.0031 + 0.0004
) p>0.05 p>0.05 p>0.05
relatif E 0.0018 + 0.0003 0.0016 + 0.0002 0.0034 + 0.0005

Les valeurs individuelles des poids absolus et relatifs des cornes utérines D et G des femelles
témoins et des femelles traitées par la leptine des deux lots pendant la période d’essai sont

détaillées dans I’ Annexe C.
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Figure 22 : Représentation graphique du poids absolu des cornes utérines droites et gauches
chez les femelles de 60 jours témoins (T) recevant du NaCl a 9%o et expérimentales (E)

traitées par la leptine a raison de 8 pg / 100g de PC
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Figure 23 : Représentation graphique du poids relatif des cornes utérines droites et gauches
chez les femelles de 60 jours témoins (T) recevant du NaCl a 9 %o et expérimentales (E)

traitées par la leptine a raison de 8 pg / 100g de PC

Nos résultats montrent que I’injection intrapéritonéale de leptine a raison de 8 ug / 100 g de PC
pendant 5 jours a des rats femelles Wistar ne semble pas avoir d’effet sur les poids moyens
absolus et relatifs des cornes utérines droites et gauches chez les femelles immatures traitées

comparées aux témoins.

Les expériences de McFarlane et al. (2014), réalisées sur des souris immatures (agees de
3 semaines) divisées en quatre groupes et recevant par injections sous-cutanées des traitements
suivants : (1) de solution saline ; (2) anticorps anti-leptine (50 ug) ; (3) eCG (0,1 Ul) ; (4) eCG
(0,1 UI) + anticorps anti-leptine (50 pg), n’ont montré aucune différence des poids ovariens
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et utérins entre les groupes expérimentaux, sauf pour le groupe eCG + anti-leptine qui présentait
des ovaires et des utérus plus lourds que les contr6les.

Chez les femelles adultes, les résultats des poids moyens absolus et relatifs des cornes utérines
droites et gauches montrent une augmentation non significative (p > 0.05) chez les animaux

traités par la leptine a la dose de 8 pug / 100 g de PC pendant 5 jours, comparés aux témoins
Nos résultats rejoignent ceux rapportés par d’autres chercheurs, en effet :

- Barash et al. (1996) observent une augmentation significative du poids de 1’utérus aprés
injection intrapéritonéale de leptine a raison de 50 ug, 2 fois par jour pendant 14 jours
chez des souris ob/ob. L'histologie utérine a révélé que l'augmentation du poids était
due a la croissance proliférative des glandes utérines, de I'épithélium et de I'endometre,
réponses typiques a la stimulation par les cestrogenes.

- Shimomura et al. (2002) rapportent que 1’administration intrapéritonéale de leptine a la
dose de 1 pg / g de PC / jour pendant 8 jours chez des souris ob/ob provoque une
augmentation significative du poids utérin.

- Elifer et al. (2018) rapportent que I’administration de leptine a raison de 3 mg pendant
8 semaines chez des souris lipodystrophiques provoque une augmentation significative

du poids de I’utérus.

2. Présentation de sept articles scientifiques en rapport avec la leptine et I’utérus

L’étude histologique n’ayant pas pu étre menée a terme compte tenu de la situation sanitaire
exceptionnelle liée a la COVID-19, nous passerons en revue dans cette partie quelque articles
scientifiques traitant de I’effet de la leptine sur I’'utérus chez quelques espéces animales ainsi
que chez ’homme comme indiqué dans le « Guide du mémoire de projet de fin d’études pour

[’année universitaire 2019-2020 (Situation particuliére liée a la Covid-19) ».

Article |
“The endometrium as a novel target for leptin: differences in fertility and subfertility”
(Alfer et al., 2000)

Objectif : Détection de I’isoforme longue fonctionnelle du récepteur de la leptine dans

I'endomeétre humain.

Matériel & Méthodes : L’étude a été realisée sur 11 patientes infertiles qui ont subi deux

biopsies au cours d’un cycle menstruel. Les patientes présentaient un défaut de maturation
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endométriale répétitif, mais avaient des concentrations d'hormones seriques normales,
une expression normale des récepteurs des hormones stéroidiennes ainsi qu’une régulation
négative dans I'endomeétre. Ces patientes étaient cependant deficientes pour I'expression du

récepteur fonctionnel de la leptine.

Résultats : Le récepteur de la leptine s'est avérée étre exprimé dans I'épithélium glandulaire
et luminal et est périodiquement régulée tout au long du cycle menstruel, démontrant
I'expression principale dans la phase folliculaire et mi- lutéale. En revanche, 'ARNm du
récepteur de la leptine est détectable par RT-PCR (Réaction en Chaine de transcription inverse-
Polymeérase) en tant que composant constitutif.

Discussion : Les résultats suggérent que I'endometre humain est une cible endocrinienne pour
la leptine (Alfer et al., 1999b) mais que cette derniere n'est pas exprimée dans ce tissu. La
leptine détectée immunohistologiquement a pour origine le tissu adipeux. L'absence de tout
signal de coloration apres pré-incubation du récepteur de la leptine et de I'anticorps de la leptine
avec leurs peptides bloquants (antigénes pour l'immunisation) montre qu'ils identifient

réellement leurs antigenes.

L'isoforme longue fonctionnelle du récepteur de la leptine est exprimée en permanence dans
I'endomeétre humain comme le montre la RT-PCR, contrairement a l'utérus de rat, ou seules les
isoformes courtes ont été détectées (Chien et al., 1997). 1l se peut que I'endomeétre ait besoin de
leptine pour se développer en un tissu réceptif prét pour I'implantation d'un blastocyste a la
phase mi-lutéale du cycle. La stimulation des cellules endothéliales par la leptine conduit a une
amélioration marquée de l'angiogenése (Bouloumie et al., 1998). En effet, un effet
angiogénique dans la cornée de rats normaux a eté demontré, alors que les rats gras Zucker
(fa/fa: Fat en anglais) déficients en récepteurs de leptine n'avaient aucune réponse

d'angiogenése cornéenne (Sierra-Honigmann et al., 1998).

Conclusion : Alfer et ses collaborateurs ont été les premiers a démontrer en 2000 que 1’isoforme
longue du récepteur de la leptine est exprimée dans I'endometre humain tout au long du cycle
menstruel mais que la leptine n'est pas exprimée dans ce tissu. lls ont par ailleurs démontré que
I'absence du récepteur de la leptine dans un cycle ovulatoire peut contribuer a I’infertilité en

altérant la réceptivité de I’endomeétre a I'implantation embryonnaire.

La leptine semble étre impliquée dans [’acquisition de la réceptivité utérine. En effet, Tanaka

et ses collaborateurs (2003) ont démontré 3 ans apres la parution de cet article que la leptine
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freinait la décidualisation des cellules endométriales stromales in vitro (Tanaka et al., 2003)

et serait impliquée dans le phénoméne de réceptivité endométriale.

D ’autre part, Ramos et al. (2005) ont montré que [’injection intra-utérine d 'un antagoniste de
la leptine empéchait l'implantation, et que la leptine stimulait [’expression des marqueurs de
la réceptivité, tels que les intégrines aV et 3 dans des cultures de cellules épithéliales
endométriales humaines. De plus, il a été démontré que la leptine favorisait [’expression des
marqueurs de la décidualisation tels que la prolactine (Tennekoon et al., 2007). Ainsi, la leptine
favoriserait le développement d’'un endomeétre réceptif en contrélant le phénomene de
décidualisation. L’ augmentation des taux circulants de leptine observée au cours de [’obésité

pourrait altérer la réceptivité de I'endometre et I'implantation.

Article 11
“Leptin and leptin receptor are expressed in the human endometrium and endometrial leptin

secretion is regulated by the human blastocyst”

(Gonzalez et al., 2000)

Objectifs : Cette étude avait pour objectifs 1’étude de I'expression de la leptine et de la forme
longue de son récepteur par I'endomeétre sécrétoire et les cellules épithéliales endométriales
(CEE) cultivées in vitro d’une part, et I’analyse de la sécrétion de leptine par le blastocyste

humain en présence ou en I'absence de CEE en culture, d’autre part.

Matériel & Méthodes : Des embryons et des cellules de la granulosa ont été récupérés a partir
de neuf patientes apres hyperstimulation ovarienne et insémination en utilisant les procédures
de routine de FIV (Fécondation in vitro). Des biopsies de I'endométre ont été obtenues chez des
femmes fertiles pendant la phase médiane de la sécrétion du cycle menstruel. Le tissu adipeux
humain, utilisé comme contr6le positif pour I'expression de la leptine et de ses récepteurs a été
obtenu a partir de patientes ayant subi une chirurgie gynécologique. Du tissu placentaire humain

a été obtenu aprés un accouchement de routine.

Cultures des Cellules Epithéliales Endométriales (CEE) : Une partie de chaque biopsie

endométriale a été datée.

Les CEE ont été isolées et cultivées jusqu'a confluence dans le milieu DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) et le milieu MCDB-105 (Diploid Fibroblast-like Cell Medium)
contenant 10% de sérum bovin feetal inactivé par la chaleur, antibiotiques et 5 mg / mL

d'insuline.
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Culture d'embryons et coculture avec les CEE : Un modele humain in vitro a été utilisé pour
étudier les interactions entre les embryons humains et les CEE (De Los Santos et al., 1996 ;
Simon et al., 1999). Quarante-huit heures apres I'insémination, 2 a 4 embryons cellulaires ont
été co-cultivés individuellement sur la monocouche CEE pendant 5 jours (du 2°™ jour au 6°™
jour du développement embryonnaire). Le développement embryonnaire a été surveillé
quotidiennement et les embryons ont été cultivés dans 1 mL de milieu IVF / S2 (In vitro
Fertilisation / Divisions S2) ou CCM (Cumulus cell-Conditioned Medium) jusqu’a ce qu'ils
atteignent le stade 8 cellules, puis ont été cultivées dans du milieu CCM jusqu'au stade
blastocyste. Les milieux conditionnés ont été changés toutes les 24 h de culture, cependant, seul
le dernier échantillon du milieu de 24 h (correspondant & 120 h au 6°™ jour de culture) a été
collecté pour mesurer les concentrations de leptine. Apreés le transfert d'embryons, les puits CEE
ont été classés selon le statut embryonnaire : les CEE avec des embryons ayant atteint le stade
blastocyste et les CEE avec des embryons arrétés (ceux n’ayant pas atteint ce stade). Dans
chaque expérience, des CEE cultivées dans les mémes conditions sans embryons et des

embryons humains cultivés en I'absence de CEE ont été utilisées comme témoins.

Résultats & Discussion : Cette étude a démontré pour la premiere que le systéme leptine
(ARN m de la leptine et d’Ob-R) est exprime dans les cultures de cellules endométriales
et épithéliales de I'endomeétre sécrétoire par RT-PCR, analyse Western blot
et immunohistochimie. Les concentrations de leptine immunoreactive sécrétée par des
embryons humains seuls ou en coculture avec les CEE ont également été evaluées.
Les résultats ont montré que les blastocystes humains sécrétent des niveaux de leptine
significativement plus élevés que les embryons arrétés. En revanche, les concentrations de
leptine sécrétées par les embryons arrétés qui sont co-cultivées avec les CEE étaient
significativement plus élevées que les blastocystes co-cultivés avec CEE. Ces résultats
suggeérent que I'endomeétre humain est un site pour la production locale de leptine et un tissu

cible pour la leptine en circulation.

Conclusion : L’expression de la leptine et de son récepteur fonctionnel dans I'endométre et la
régulation de la sécrétion de leptine endométriale par I'embryon humain suggeére que la leptine

peut étre impliquée dans le processus d'implantation embryonnaire humaine.

Chez la souris, un traitement in vitro des cellules endométriales par la leptine stimule la
production de molécules favorisant les contacts cellulaires avec [’embryon, telles que
l'intégrine f3, [l’interleukine-1 et le LIF (Leukemia Inhibitory Factor). De plus,
["administration par voie intra-utérine d’un antagoniste de la leptine bloque [’adhésion

blastocyste-endometre chez ces animaux (Ramos et al., 2005).

36



La leptine module le caractere invasif du cytotrophoblaste (Gamba et Pralong, 2006)
et favorise l’invasion trophoblastique par [’intermédiaire en partie des métalloprotéases
matricielles (MMPs) (Gaucher et al., 2003 ; Garofalo et Surmacz, 2006). La leptine constitue
par conséquent un candidat intéressant dans le dialogue paracrine entre [’embryon

et I’endomeétre maternel (Cioffi et al, 1997).

Article 111

“Increased Maternal Plasma Leptin in Early Pregnancy and Risk of
Gestational Diabetes Mellitus”
(Qui et al., 2004)

Le diabete gestationnel est défini par ’OMS comme un trouble de tolérance glucidique
conduisant a une hyperglycémie de sévérité variable, débutant ou diagnostiquée pour la

premiere fois pendant la grossesse (Vambergue, 2010).

Objectif : Etablir la relation entre la concentration élevée de leptine pendant la grossesse
et le risque de GDM (Gestational Diabetes Mellitus).

Materiel & Méthodes : Les femmes ont été recrutées avant 16 semaines de gestation et ont été
suivies jusqu'a l'accouchement. Les concentrations plasmatiques de leptine maternelle

(recueillies a 13 semaines de gestation) ont été mesurées en utilisant un dosage immunologique.

Résultats & Discussion : Le GDM s'est développé dans 5,7 % de la cohorte. Des concentrations
élevées de leptine étaient positivement associées au risque de GDM. Les femmes avec des
concentrations de leptine de 31 ng / mL ou plus ont présenté un risque multiplié par 4,7 de
GDM par rapport aux femmes qui avaient des concentrations de 14,3 ng/ mL ou moins. Chaque
augmentation de 10 ng / mL de la concentration de leptine était associée a une augmentation du
risque de GDM.

Conclusion : Les résultats de cette étude suggeérent que la leptine peut jouer un réle dans la
médiation du métabolisme du glucose pendant la grossesse. La mesure de la leptine seule, ou
combinée a I'évaluation d'autres facteurs de risque, peut aider a identifier les femmes a haut

risque de développer un GDM.

La résistance a l'insuline et les changements marqués du poids corporel et du métabolisme
énergétique sont associés a la grossesse. L impact sur la leptine plasmatique a été étudié par

Willer-Kautzky et ses collaborateurs en 2001. Ces chercheurs ont rapporté que chez les femmes
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atteintes de GDM, la libération d'insuline basale était plus élevée comparées aux femmes
enceintes ayant une tolérance normale au glucose. La leptine était corrélée avec les
concentrations plasmatiques basales de glucose, d'insuline et de proinsuline ainsi qu'avec
I'IMC et le gain de poids maternel global induit par la grossesse. Aprés normalisation de la
glycémie 8 semaines apres lI'accouchement, bien que la leptine plasmatique ait diminué, elle ne
s'est pas completement normalisée. Dans une autre étude, Harrod et al. (2011) ont constaté
que les souris hétérozygotes pour un récepteur de leptine développent également un

diabete gestationnel.

Article IV
“Leptin is not involved in the pathophysiology of endometriosis- related infertility”
(Wertel et al., 2005)

L’endométriose correspond a I’implantation ectopique, en dehors de I’endometre, de tissu
endomeétrial, sous I’influence de facteurs multiples, en particuliers environnementaux ou
immunologiques (Balleyguier et al., 2004). La présence de tissu semblable a la muqueuse
utérine en dehors de 1'utérus peut provoquer des douleurs quelquefois invalidantes et des
problemes d'infertilité (Bulletti et al., 2010). La sévérité de I’endométriose est évaluée selon la
classification de I'AFSr (American Fertility Society, révisée en 1985 et recommandée par
I'American Society for Reproductive Medecine) en quatre stades de sévérité croissante
(Rock, 1995) :

e Stade | ou minime ;

e Stade Il ou léger ;

e Stade Il ou modéré ;

e Stade IV ou séveére.

Objectif : La composition du liquide péritonéal pouvant affecter la fécondation et le
développement embryonnaire précoce, cette étude s’est penchée sur 1’évaluation du taux de

leptine péritonéale et sérique chez des patientes endométriosiques infertiles.

Materiel & Méthodes : L’étude a intéresse 72 patientes ayant subi une laparoscopie en raison
de kystes endométriosiques ovariens ou d’infertilité. Les patientes ont été divisées en trois
groupes : groupe fertiles, groupe infertile correspondant a des patientes atteintes d'endométriose
et groupe de référence correspondant a des patientes présentant une infertilité inexpliquée.
Les sujets n’ont regu aucun traitement hormonal dans les trois derniers mois avant la

laparoscopie.

38



La maladie s'est avérée minime chez 17 patients, légére chez 10 patients, modérée chez

17 femmes et sévere chez 4 femmes.

Le liquide péritonéal a été recueilli dans des tubes héparinés. Les échantillons ont été
centrifugés a 300 x g pendant 5 minutes. Les surnageants du liquide péritonéal et de sérum ont
été aspirés et stockés a - 70 °C jusqu’a l'analyse. Le dosage de la leptine a été realisé a l'aide
d'un kit RIA (Leptine humaine).

Résultats & Discussion : Aucune différence significative des taux péritonéaux et de leptine
n’a été trouvée entre les groupes étudiés. Une concentration significativement plus élevée de
leptine dans le liquide péritonéal a été observée chez les patientes présentant les stades Il et 1V
de I'endométriose par rapport a ceux aux premiers stades de la maladie. Chez les patients fertiles
atteints d'endomeétriose, une corrélation positive a été trouvée entre le liquide péritonéal et les
concentrations sériques de leptine. 1l n'y avait aucune différence dans les concentrations de

leptine sérique entre les groupes étudiés.

Matalliotakis et al., (2000) n’ont également retrouvé aucune différence significative dans les
taux sériques de leptine entre les femmes atteintes d'endométriose pelvienne et les sujets non
confirmés par laparoscopie. De méme que Vigano et al. (2002) ont rapporté que les taux
sériques de leptine étaient similaires entre les femmes sans et avec endométriose a tous

les stades.

Conclusion : Les taux de leptine dans le liquide péritonéal sont élevés chez les femmes atteintes
d'endométriose modeérée et sévere ; cependant, aucune différence dans les concentrations
péritonéales ou sériques de cette cytokine n’a été observée entre les femmes infertiles ou fertiles
touchés par lI'endométriose et les patients infertiles. Ces résultats suggerent que la leptine n'est
pas impliquée dans la physiopathologie de l'infertilité liée a I'endométriose.

De nombreuses études contradictoires indiquent des rbles opposés de la leptine dans
I'endométriose. La majorité d’entre-elles ont examiné uniquement la teneur en leptine du
sérum, du liquide péritonéal ou du tissu endométrial des femmes atteintes d'endométriose, sans

étude portant sur I'expression de la leptine dans les Iésions ectopiques.
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Article V
“Inhibitory effect of leptin on human uterine contractility in vitro”
(Moynihan et al., 2006)

Objectif : Le but de cette étude était d'étudier les effets de la leptine sur la contractilité utérine

humaine in vitro.

Materiel & Meéthodes : Des biopsies du myometre humain ont été obtenues lors d'une
césarienne élective au 3°™ trimestre de grossesse. Une fois collectées, toutes les biopsies
tissulaires ont été placées dans une solution physiologique Krebs-Henseleit (pH 7,4). Des
bandes myomeétriales disséquées ont été équilibrées au moins 1 heure pendant laquelle la
solution de sel physiologique a été changee toutes les 20 minutes. Apres équilibrage, une
période de 30 minutes est nécessaire afin d'obtenir des contractions phasiques spontanées, ou,
en variante, des contractions ont été stimulées par exposition au bain des bandelettes a
I'ocytocine (0,5 nmol / L). La leptine a ensuite été ajoutée au bain de tissu de maniére
cumulative a des concentrations de : 1 nmol / L, 10 nmol / L, 100 nmol / L et 1 micromol / L &

des intervalles de 20 minutes. Les bandelettes de contrdle ont été exécutées simultanément.

Résultats : La leptine a exercé un effet inhibiteur puissant et cumulatif sur les contractions

spontanées et induites par I'ocytocine par rapport aux bandelettes témoins.

Discussion : Les résultats de cette étude démontrent que la leptine agit comme un inhibiteur
puissant de la contractilité myométriale in vitro. Cet effet relaxant a été observé a des
concentrations pour les expériences in vitro et était apparemment de nature cumulative.
La leptine réduit a la fois I'amplitude et fréquence des contractions. Les résultats étaient
similaires pour les contractions myométriales spontanées et induites par I'ocytocine. De plus,
les niveaux de leptine étudiés dans cette étude incluent la dose normale de leptine sérique

mesurée chez les patientes normales et obéses.

Ces résultats introduisent la nouvelle dimension selon laquelle I'obésité peut entrainer une
modification de la modulation métabolique du tissu myomeétrial humain, augmentant ainsi la
possibilité que la leptine, qui augmente significativement en association avec l'obésite,

contribue a une contractilité insuffisante de I'utérus pendant le travail.
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Conclusion : L’effet inhibiteur physiologique de la leptine sur la contractilité utérine peut jouer
un role dans le processus de travail dysfonctionnel associé a I'obésité maternelle et 1’é1évation

des taux de césariennes.

Chez la femme, comme chez la ratte, Mumtaz et ses collaborateurs (2015) sont arrivées a la
méme conclusion avec d’autres adipokines et ont rapporté que la visfatine, la leptine
et I'apéline détendent la contractilité du myometre in vitro, et gu ‘une modulation métabolique

du myométre par les adipokines serait possible.

En fin de gestation, /’augmentation de la contractilité myométriale est en partie médiée par une
augmentation de la Rho / Rho kinase (Les protéines Rho appartiennent a la superfamille Ras
des protéines G). La signalisation anormale de la leptine augmente I'expression et la fonction
de la Rho kinase pour maintenir la fonction contractile dans le myometre chez les souris non
gestantes. Pendant la grossesse, I'expression de RhoA et de Rho kinase est réduite malgré une
augmentation de la contractilitt myométriale. Ceci suggere que d'autres mécanismes de
signalisation semblent jouer un role compensateur pour le maintien de la fonction contractile

pendant la grossesse lorsque la signalisation de la leptine est réduite (Harrod et al., 2011).

Article VI

“The association between level of maternal serum leptin in the third trimester and the
occurrence of moderate preterm labor”
(Fakor et al., 2016)

On parle de prématurité lorsqu’un bébé vient au monde avant la fin du 8™ mois de grossesse.
Il existe différents stades de prématurité (Fakor et al., 2016) :

- L'extréme prématurité : la naissance a lieu avant la 26°™ semaine ;

- Lagrande prématurité : la naissance a lieu avant la 32°™ semaine ;

- La prématurité modérée : la naissance a lieu entre la 32°™ et la 33°™ semaine ;

- La prématurité tardive : la naissance a lieu entre la 34°™ et la 36 *™ semaine.

Objectif : Etudier la relation entre le niveau de leptine sérique maternelle et la survenue d'un

travail prématuré modére.
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Matériel & Méthodes : L’étude a intéressé 30 femmes enceintes prématurées modérées
et 30 femmes enceintes témoins du méme age gestationnel. La leptine sérique maternelle a été

mesurée pour chaque mere au moment de son entrée dans I'étude.

Résultats : La leptine sérique moyenne dans le groupe témoin (56,66 + 34,18 ug / L) était
significativement plus élevée que dans le groupe prématuré (33,65 + 16,70 pg / L). Il n'y avait
pas de différences significatives entre les groupes en termes d'indice de masse corporelle
et d'age. L'age et l'indice de masse corporelle n‘avait pas de relation significative avec la
prématurité modérée. Cependant, une augmentation du taux de leptine aussi bas que 1 pg /L

était associée au risque d'incidence modérée des naissances prématurées.

Discussion : Bien que des niveaux plus élevée de leptine a été notée dans les accouchements a
terme, aucune différence significative n'a été notée entre les groupes prématurés et a terme, ce
qui pourrait étre da a la taille limitée de I'échantillon du groupe prématuré (Laivuori et al.,
2006). La leptine pourrait changer 1'issue de la grossesse en affectant 1’équilibre des cytokines
dans I'unité feeto-placentaire. De plus, la leptine pourrait affecter I'activité du cytotrophoblaste
(Gonazelez et al., 2000) et, par activité angiogénique, pourrait affecter la croissance placentaire

(Seirra-Honigmann et al., 1998).

Certaines études antérieures ont démontre I'effet de la leptine sur les contractions myométriales
(Wuntakal et Hollingworth, 2010). La leptine serait une cause de travail dysfonctionnel chez
les femmes obeses, conduisant a un taux plus éleveé de césariennes. Elle est de ce fait considérée

comme facteur tocolytique qui pourrait empécher I'accouchement prématuré.

Conclusion : Des niveaux plus élevés de leptine chez les femmes enceintes sont associés a une

diminution du risque de naissances prématurées modérées.

Laird et al. (2001) ont mentionné que I'dge et I'IMC n'avaient aucun effet significatif sur
I'accouchement prématuré, mais que le niveau de leptine pourrait étre un prédicteur de ce type
d’accouchement. D’autre part, les taux de leptine dans le sang maternel a la mi- grossesse

peuvent étre un indicateur précoce de l'état de la croissance feetale (Shroff et al., 2013).

Par ailleurs, chez les nouveau-nés a terme, Palchevska et al. (2012) ont indiqué que les taux

de leptine étaient plus élevés que chez les nouveau-nés prématurés.
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Article VII
“The difference of endometrial leptin expression in women with polycystic ovarian syndrome
(PCOS) compared to normal ”
(Besar et al., 2020)

Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) est une forme majeure d'infertilité
dysovulatoire chez la femme, caractérisée par des anomalies endocriniennes telles que
I'nyperandrogénie et la sécrétion inappropriée de LH. Il est souvent associé a la résistance a
Iinsuline et a I'hyperinsulinémie, caractéristiques liées a la leptine et a ses récepteurs.
Cependant, la relation entre la leptine et les gonadotrophines, les androgenes et I'insuline dans

le SOPK est encore controversee (Chakrabarti, 2013).

Objectif : La diminution de la réceptivité endométriale est soupconnée d'étre lI'un des facteurs
I'infertilité chez les femmes atteintes du SOPK. Les anomalies endométriales sont dues a un
équilibre altéré, notamment des cestrogenes, de la progestérone, des facteurs de croissance, des
cytokines et de la leptine. Cette étude vise a déterminer I’expression de la leptine dans

I’endometre des patientes atteintes du SOPK comparées aux témoins.

Matériel & Méthodes : L’étude a intéressé :

- 30 femmes infertiles atteintes du SOPK, diagnostiquées sur la base d’au moins deux des
trois criteres de Rotterdam (2004), a savoir : I’hyperandrogénie clinique (hirsutisme,
acné, alopécie androgeénique) ou biologique, 1’oligo-anovulation et [’aspect
morphologique des ovaires a I’échographie ;

- 30 femmes normales correspondant au groupe témoin.

L'expression de la leptine a été évaluée par biopsie de I'endomeétre.

Résultats : L'expression de la leptine a été trouvée significativement plus élevée dans le groupe

SOPK par rapport au groupe témoin, et 1’obésité augmente I'expression de la leptine.

Conclusion : L'expression de la leptine est plus élevée dans I'endométre des femmes atteintes

de SOPK et d'obésiteé par rapport a la normale.

Chez la plupart des patientes atteintes du SOPK ayant subi un traitement d'induction de
I'ovulation, |'expression de la leptine et de la forme longue de son récepteur Ob-R dans la
glande endométriale a la phase mi- lutéale est diminuée au cours de ['ovulation, ce qui pourrait

explique le faible taux de grossesses chez ces patientes (Wang et al., 2003).
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CONCLUSION

Ce travail a été réalisé dans le cadre d’un Projet de Recherche axé sur les interactions
hormonales. L’objectif étant d’étudier 1’influence de la leptine sur 1’utérus chez le rat femelle
Wistar apres injection de I’hormone a la dose de 8 jug / 100 g de poids corporel par jour pendant

une période d’essai de 5 jours.

Les résultats obtenus montrent que, dans les conditions de notre expérimentation, la leptine n’a
pas d’effet sur le poids utérin chez les femelles immatures. En revanche, elle induit une
augmentation non significative des poids relatifs et absolus des cornes utérines droites

et gauches chez les femelles adultes comparées aux témoins.

L’analyse des articles scientifiques nous a permis de constater que la leptine a des divers roles
physiologiques sur la reproduction : elle favoriserait la réceptivité endométriale pour préparer
I’implantation et la gestation, et aurait un effet inhibiteur physiologique sur la contractilité
utérine. L’expression de la leptine est plus élevée dans I’endométre des femmes atteintes du
Syndrome des Ovaires Polykystiques, son implication dans I’endométriose reste controversée

mais son dosage serait intéressant pour le diagnostic précoce du diabéte gestationnel.
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PERSPECTIVES

En perspectives ...

% Il serait intéressant de poursuivre I’étude histologique de la structure utérine qui n’a pas
pu étre achevée compte tenu de la situation sanitaire exceptionnelle liée a la
COVID-19.

% Des études immunohistochimiques permettraient la mise en évidence des récepteurs de

la leptine a différents niveaux de 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonado-utérin.

% Le dosage des hormones utérines (PGF20 et ocytocine) nous permettrait de situer
précisément I’action de la leptine sur leur synthése induite par la progestérone

et les cestrogénes.

X/

% Des cultures de cellules épithéliales endométriales en présence de leptine pourraient étre

envisagées pour analyser 1’hormonosynthése.

*

K/
*

Etudier I’effet de la leptine sur le systéme reproducteur méle.
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ANNEXES




ANNEXE A : Coloration au Trichrome de Masson

Réactifs
1. Hématoxyline de Harris
Fuchsine Ponceau
Alcool chlorhydrique.
Vert lumicre ou Bleu d’aniline.

Acide phosphotungstique

© g k~ w DN

Solution aqueuse a 1% d’acide acétique
Préparation des réactifs

1. Hématoxyline de Harris (solution préparée) : Filtrer avant utilisation.

2. Fuchsine-Ponceau : Préparée a froid.

@ FUChSINE aCIAE ...t 0.1g
B POMCEAL ..ttt e 02¢g
B EAUAISHIIEE ... 300 mL

Apres dissolution, ajouter :

AN [0 (T ToTc 8 T | LT 0.6 mL
3. Alcool chlorhydrique

< Acide chlorhydrique 37 %6 ....oviei i 0.75 mL
B ALCO0I 70 V0 i 100 mL

4. Vert lumiére

B VI UMIEIE . e e e e 19
S BaUdIStIIEe ..o 100 mL
9 ACIHE ACELIQUE .. oot e e e e e eien e e, 0.2 ML
Conservation illimitée.

5. Acide phosphotungstique 3%

< Acide phoSpNOtUNGSTIQUE ......eeet e e e e e 3g
S Eau distillée. .. .o 100 mL

6. Eau acétifiée 1%

B ACTIAC ACEHIGUE. ..ottt ettt et et 10 mL
@ Bau distillée. ... 99 mL



ANNEXE B : Poids absolus et relatifs des cornes utérines des femelles T et E agées de 30 jours

Poids Absolus (g) Poids Relatifs (g /100 g de PC)

PC(g)ale CcubD CUG CUD+CUG CcubD CuUG CUD+CUG
30/T1 59 0,064 0,0611 0,1251 0,0011 0,001 0,0021
30/ T2 45 0,0366 0,0371 0,0737 0,0008 0,0008 0,0016
30/T3 36 0,0163 0,0185 0,0348 0,0005 0,0005 0,001
30/T5 58 0,0697 0,0408 0,1105 0,0012 0,0007 0,0019
30/T6 78 0,0804 0,0731 0,1535 0,001 0,0009 0,002
30/77 65 0,0632 0,0771 0,1403 0,001 0,0012 0,0022
30/T8 53 0,0435 0,0394 0,0829 0,0008 0,0007 0,0016
30/T9 75 0,0561 0,0707 0,1268 0,0007 0,0009 0,0017
30/T10 58 0,0227 0,0206 0,0433 0,0004 0,0004 0,0007
30/T11 57 0,0198 0,0258 0,0456 0,0003 0,0005 0,0008
30/T12 78 0,048 0,0499 0,0979 0,0006 0,0006 0,0013
30/T13 82 0,07 0,0903 0,1603 0,0009 0,0011 0,002
Moyenne 62 0,0492 0,0504 0,0996 0,0008 0,0008 0,0016
ESM 4,0843 0,0062 0,0069 0,0126 0,0001 0,0001 0,0001
30/E1 51 0,0238 0,0366 0,0604 0,0005 0,0007 0,0012
30/E2 43 0,0246 0,0275 0,0521 0,0006 0,0006 0,0012
30/E3 43 0,0282 0,0258 0,054 0,0007 0,0006 0,0013
30/ E4 40 0,0282 0,0284 0,0566 0,0007 0,0007 0,0014
31/E5 64 0,0362 0,0588 0,095 0,0006 0,0009 0,0015
32 /E6 70 0,0489 0,0523 0,1012 0,0007 0,0007 0,0014
32 /E7 63 0,041 0,0541 0,0951 0,0007 0,0009 0,0015
30/E9 83 0,109 0,1204 0,2294 0,0013 0,0015 0,0028
30/ E10 54 0,0399 0,0402 0,0801 0,0007 0,0007 0,0015
30 /E11 56 0,0212 0,0349 0,0561 0,0004 0,0006 0,001
30/ E12 84 0,0651 0,0933 0,1584 0,0008 0,0011 0,0019
30 /E13 85 0,0829 0,0797 0,1626 0,001 0,0009 0,0019
Moyenne 61,33 0,0458 0,0543 0,1001 0,0007 0,0008 0,0015
ESM 4,7231 0,0078 0,0085 0,0161 0,0001 0,0001 0,0001




ANNEXE C : Poids absolus et relatifs des cornes utérines des femelles T et E &gées de 60 jours

Poids Absolus (g) Poids Relatifs (g / 100 g de PC)
PC(g)ale6 CuD CUG CUD+CUG CuD CUG CUD+CUG

60/ T1 138,00 0,0711 0,0457 0,1168 0,0005 0,0003 0,0008
60/T2 135,00 0,2037 0,2577 0,4614 0,0015 0,0019 0,0034
60/T3 150,00 0,2312 0,2765 0,5077 0,0015 0,0018 0,0034
60/ T4 147,00 0,2774 0,3980 0,6754 0,0019 0,0027 0,0046
60/T6 153,00 0,1986 0,3365 0,5351 0,0013 0,0022 0,0035
60/T7 141,00 0,2452 0,2569 0,5021 0,0017 0,0018 0,0036
60/ T10 122,00 0,0145 0,1308 0,1453 0,0001 0,0011 0,0012
60/ T11 153,00 0,2531 0,3766 0,6297 0,0017 0,0025 0,0041
60/ T12 160,00 0,2043 0,3101 0,5144 0,0013 0,0019 0,0032
Moyenne 144,33 0,1888 0,2654 0,4542 0,0013 0,0018 0,0031
ESM 3,86 0,0293 0,0379 0,0650 0,0002 0,0002 0,0004
60/ E1 114,00 0,1167 0,1419 0,2586 0,0010 0,0012 0,0023
60/ E2 133,00 0,0644 0,1217 0,1861 0,0005 0,0009 0,0014
60 / E4 146,00 0,3444 0,3692 0,7136 0,0024 0,0025 0,0049
60 / E5 148,00 0,2076 0,2493 0,4569 0,0014 0,0017 0,0031
60 / E6 142,00 0,3386 0,2470 0,5856 0,0024 0,0017 0,0041
60/ E7 138,00 0,2609 0,2959 0,5568 0,0019 0,0021 0,0040
60/ E10 143,00 0,1589 0,1946 0,3535 0,0011 0,0014 0,0025
60/ E12 139,00 0,4994 0,1941 0,6935 0,0036 0,0014 0,0050
Moyenne 137,88 0,2489 0,2267 0,4756 0,0018 0,0016 0,0034
ESM 3,80 0,0502 0,0288 0,0693 0,0003 0,0002 0,0005




