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RESUME

La leptine est une hormone peptidique essentiellement produite par le tissu
adipeux. Elle intervient principalement au niveau du métabolisme énergétique et a
été la premiere adipokine faisant le lien entre I'état nutritionnel et la fonction
reproductive. Le présent travail a pour objectif d’étudier I'effet d’'un traitement par
la leptine sur les structures de I'ovaire au cours du développement chez les rats
femelles Wistar. Deux lots sont constitués : le premier comprend des femelles
agées de 30 jours, le second des femelles de 60 jours. La leptine diluée dans du
NaCl a 9% est injectée quotidiennement et pendant 5 jours par voie intra-
péritonéale a la dose de 8 pug / 100 g de poids corporel. Le méme volume de la
solution NaCl est injecté aux femelles témoins. Le poids corporel et la quantité
d’aliment consommeée sont mesurés quotidiennement. Un frottis vaginal est réalisé
au moment du sacrifice sur les femelles adultes. Les animaux sont sacrifiés
24 heures apreés la derniére injection par décapitation. Le sang est recueilli dans
un tube sec additionné d’EDTA a 2% puis centrifugé. Le plasma est récupéré
et congelé pour le dosage hormonal. Les ovaires droits sont prélevés puis fixés
dans du formaldéhyde a 10% pour une étude histologique. Les dosages
hormonaux sont réalisés a I'aide de kits IRMA pour les gonadotropines et RIA
pour I'cestradiol et la progestérone. Les résultats montrent une baisse significative
du poids corporel (150.50 + 4.02 vs 157.78 + 3.51 g, p < 0.05%) ainsi qu’une
diminution trés significative de la quantité d’aliment ingéré (14.75 + 0.31
vs 16.33 £ 1.22 g, p < 0.01**) chez les femelles de 60 jours traitées par la leptine
par rapport aux témoins. Les résultats révélent par ailleurs une augmentation non
significative des poids moyens absolus et relatifs des ovaires droits et gauches
chez les femelles traitées par la leptine comparés aux témoins et ce, pour les deux
ages. L’'examen des frottis vaginaux ne révéle pas de stade cestrus apres
traitement. Le dénombrement des follicules ovariens met en évidence sur les

ovaires de 30 jours, un nombre plus important de follicules atrétigues comparés



aux follicules normaux aprés traitement par la leptine, notamment les follicules
pré-ovulatoires (62 vs 35, p < 0.01*), ce qui permet de suggérer que la leptine
stimulerait 'apoptose cellulaire a 'age immature. L’étude histologique descriptive
met en évidence une accélération de la lutéinisation des cellules de la granulosa
chez les femelles adultes apres traitement par la leptine, cette derniére semble
suspendre l'ovulation et induire une vasodilatation capillaire au niveau du tissu
lutéal. Le dosage des hormones gonadotropes réveéle une augmentation non
significative du taux de LH a 30 jours d’age apres traitement (0.310 £ 0.026 vs
0.247 + 0.030 UI/L, p > 0.05) mais significative a 60 jours (0.301 £ 0.032 vs
0.189 + 0.020 UI/L, p < 0.05*). Quant a la FSH, la différence entre les témoins
et les traitées n’est pas significative pour les deux ages (p > 0.05). Le dosage des
hormones stéroidiennes montre que la leptine n’affecte pas les niveaux
d’cestradiol chez les femelles adultes (2931.867 + 24599 vs
2922.524 + 39.909 ng/mL, p > 0.05). Le dosage de la progestérone révéle une
augmentation non significative a 30 jours dage (18.62 + 2.84 vs
22.11 + 350 ng/mL, p > 0.05) comme a 60 jours (33.39 + 5.13 vs
41.60 = 4.58 ng/mL, p > 0.05). Ces résultats nous permettent de conclure qu’a la
dose de 8 ug / 100 g de poids corporel, la leptine intervient dans la régulation des
poids corporel et ovarien ainsi que dans la folliculogenése ovarienne et le
processus ovulatoire par le contrdle des hormones gonadotropes et de la
progestérone. Elle semble avoir un effet sur I'atrésie folliculaire en empéchant la
survenue d’une ovulation trop précoce, avant la maturation de I'axe hypothalamo-
hypophyso-ovarien. Elle induit une altération de la folliculogénése, une suspension
de l'ovulation ainsi qu’une accélération de la lutéinisation des cellules de la
granulosa a I'dge de 60 jours mais pas a 30 jours, age auquel les récepteurs a la
leptine ne seraient probablement pas encore exprimés. Elle ne semble néanmoins

pas avoir d’effet sur le taux circulant d’cestradiol a la dose utilisée.
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ABSTRACT

Leptin is a peptide hormone primarily produced by adipose tissue. It mainly
intervenes in the energy metabolism and was the first adipokine making the link
between the nutritional status and the reproductive function. The aim of this study
was to investigate the effect of leptin treatment on ovarian structures during
development in female Wistar rats. Animals were divided into two groups: 30 and
60-day-old females. Experimental treated females were administrated 8 ug/100 g
of body weight intraperitoneal leptin injections daily for 5 days, while control
females received the same volume of saline solution (9%. NaCl). Body weight and
food intake were recorded daily. A vaginal smear was performed at the time of the
sacrifice on adults. The animals were sacrificed 24 hours after the last injection by
decapitation. Blood was collected in a dry tube supplemented with 2% EDTA and
centrifuged. Plasma was recovered and frozen for hormonal assays. The right
ovaries were removed, weighed and then fixed in 10% formaldehyde for
histological study. Hormonal assays were performed using IRMA kits for
gonadotropins and RIA for estradiol and progesterone. The results showed a
significant decrease in body weight (150.50 + 4.02 vs 157.78 + 3.51, p < 0.05%)
and a very significant decrease in food intake (14.75 + 0.31 vs 16.33 + 1.22 g,
p < 0.01**) in 60-day-old females treated with leptin compared to controls. The
results also revealed a nonsignificant increase in absolute and relative mean
weights of right and left ovaries in leptin-treated females compared to controls in
both ages. The examination of vaginal smears did not reveal an estrus stage after
leptin treatment. Ovarian follicles enumeration showed a greater number of atretic
follicles compared to normal follicles after treatment with leptin, especially
preovulatory ones (62 vs 35, p < 0.01*), which allowed to suggest that leptin
appears to stimulate cellular apoptosis at immature age. Descriptive histological
examination showed an accelerated luteinization of granulosa cells in adult

females after leptin treatment, which seems to suspend ovulation and induce a



capillary vasodilatation in the luteal tissue. The gonadotropic hormone assay
revealed a nonsignificant increase in LH level at 30 days of age (0.310 + 0.026
vs 0.247 = 0.030 IU/L, p > 0.05) but significant at 60 days (0.301 = 0.032
vs 0.189 = 0.020 IU/L, p < 0.05%). As for FSH, the difference between controls and
treated was not significant for both ages (p > 0.05). The steroid hormones assays
showed that Ileptin did not affect estradiol levels in adult females
(2931.867 £ 24.599 vs 2922.524 + 39.909 ng/mL, p > 0.05). On the other hand,
the determination of progesterone revealed an insignificant increase at 30 days of
age (18.62 + 2.84 vs 22.11 + 3.50 ng/mL, p > 0.05) as at 60 days (33.39 + 5.13
vs 041.60 £ 4.58 ng/mL, p > 0.05). These results allow us to conclude that at the
dose of 8 ug / 100 g of body weight, leptin is involved in the regulation of body and
ovarian weights, ovarian folliculogenesis and the ovulatory process by the control
of gonadotropic hormones and progesterone. It seems to have an effect on
follicular atresia by preventing the occurrence of too early ovulation, before the
maturation of the hypothalamic-pituitary-ovarian axis. It induces an alteration of
folliculogenesis, a suspension of ovulation and appears to accelerate the
luteinization of granulosa cells and to suspend ovulation at 60 days but not at 30
days, time at which leptin receptors are probably not expressed yet. However, it
does not seem to have any effect on the circulating level of estradiol at the dose

used.

Key words: Leptin, Body weight, Folliculogenesis, Ovulation, Luteogenesis, LH,

FSH, Estradiol, Progesterone.
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INTRODUCTION

Les troubles de la reproduction sont en partie liés aux déséquilibres nutritionnels
et aux réserves corporelles. En effet, chez les animaux de rente, le lien entre la
note d’état corporelle ou BCS (Body Condition Score) et les performances de la
reproduction est prouvé [1]. En Algérie, la baisse de la production laitiere et la
mauvaise performance reproductive (notamment la baisse du taux de réussite a la
premiere insémination) des vaches laitieres importées comparées a leurs
performances dans leur pays d'origine est principalement liée a I'alimentation
[2-5]. Par ailleurs, chez la vache allaitante, lorsque le statut métabolique n’est pas
adéquat au moment de la reprise de la cyclicité alors que les besoins
énergétiques liés a la lactation augmentent brusquement, la durée de I'ancestrus

post partum est allongée [6].

Dans I'espéce humaine, les femmes anorexiques et marathoniennes notamment,
qui présentent un bilan énergétique négatif li€ a un déficit du poids corporel, de
méme gue les femmes en surpoids ou obeses sont prédisposées aux problemes
de fertilité [7]. L'effet négatif de I'obésité sur la fertilité fut décrit il y a plus de 2 000
ans par HIPPOCRATE, qui a écrit dans son Essai sur les Scythes : « Un peuple
d'une telle constitution ne peut pas étre prolifique... L'obésité et la mollesse sont a
blamer ! ». Vu le développement épidémique mondial de I'obésité, 'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) a décidé en 1997 de classer I'obésité comme une
« maladie » et place actuellement sa prévention et sa prise en charge comme une
priorité dans le domaine de la pathologie nutritionnelle [8,9]. Actuellement,

I'obésité est la premiere maladie non infectieuse de I'Histoire.

La variation de la composition corporelle et plus particulierement la réserve
adipeuse, dans un sens comme dans l'autre a un effet négatif sur la fertilité, et un
niveau minimum d'énergie stockée et facilement mobilisable est nécessaire pour

assurer l'ovulation et les cycles menstruels ou cestraux [10]. Les mysteres relatifs
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aux intermédiaires métaboligues mis en jeu dans les interactions nutrition /
reproduction ont pu en partie été élucidés au cours des derniéres années
notamment avec la découverte de la leptine. Cette hormone peptidique
principalement sécrétée par le tissu adipeux intervient principalement au niveau
du métabolisme énergétique et a été la premiére adipokine faisant le lien entre
I'état nutritionnel et la fonction reproductive. En effet, la leptine agit sur
'homéostasie en diminuant la prise alimentaire et en favorisant les dépenses
énergétiques et la thermogénése. Outre ses fonctions métaboliques, la mise en
évidence des ARNm ob au niveau du placenta humain en 1997 [11] a renversé le
statut de la leptine comme hormone adipocytaire, ce qui a ouvert de nouvelles
voies d'études de la leptine en physiologie et en endocrinologie de la reproduction
[12-14].

Ce travail est une contribution a I'étude de I'impact de la leptine sur le systéme
reproducteur de la femelle du rat Wistar. Il a été réalisé dans le cadre d’'un projet
de recherche axé sur les interactions hormonales, engagé par une équipe de
'Endocrinologie du Laboratoire de Biologie et de Physiologie des Organismes
(LBPO) de I'Université des Sciences et de la Technologie Houari BOUMEDIENE
(USTHB).

Aprées avoir abordé les connaissances bibliographiques relatives a la leptine, nous
présenterons les actions physiologiques de cette hormone sur le systéme
reproducteur femelle, en passant en revue I'anatomie de l'appareil reproducteur

de la ratte et les différentes régulations hormonales.

Un essai d’interprétation et une discussion des résultats obtenus seront comparés

avec ceux décrits a travers d’autres études.
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CHAPITRE 1

LA LEPTINE : DE LA DECOUVERTE A LA REGULATION

1.1. Historigue & Découverte

Dés les années cinquante, deux anomalies génétiques responsables d’une
obésité furent identifiées chez la souris. Le premier modéle animal concerna des
souris obeses (ob/ob), pesant 50% de plus que des souris de type sauvage, avec
un exces de tissu adipeux, diabétiques et stériles. Un second type de modele de
souris hyperglycémiques (db/db: pour diabéte), avec un excés de gras

et stériles fut découvert plus tard [15].

En 1953, KENNEDY [16], émit I'nypothése lipostatique selon laquelle les réserves
de graisse corporelle communiqueraient avec notre cerveau par l'intermédiaire
d'un messager produit par le tissu adipeux et circulant dans notre sang. Quelques
années plus tard, I'existence d’une hormone régulatrice du poids corporel via
'hypothalamus fut démontrée par une expérience de parabiose chez le rat
Zucker fa/fa (qui présente une déficience dans la transduction du signal de la
leptine, fa pour fat) et la souris ob/ob [17,18]. La parabiose entre des souris
normales, des souris ob/ob et des souris db/db (Fig. 1.1) montra que la circulation
croisée du sang d’une souris normale chez une souris ob/ob diminuait la prise
alimentaire et le poids corporel alors qu’elle était sans effet chez les souris db/db.
Ces résultats suggéraient qu’il existerait une hormone présente chez les souris
normales et active chez les souris déficientes génétiquement, capable de réguler
la prise alimentaire et 'accumulation des réserves lipidiques [19,20]. Mais ce n’est
gqu'en 1994, grace aux techniques de clonage moléculaire positionnel que
ZHANG, de I'équipe de FRIEDMAN a identifié le gene ob (chez la souris puis chez
’'hnomme) dont la mutation est responsable a I'état homozygote de I'obésité des
souris ob/ob [21], ce qui a permis la synthése un an plus tard par HALAAS [22], de

la méme équipe, de la protéine ob obtenue a partir de ce gene. Administrée in vivo
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a des souris ob/ob, cette protéine recombinante a un puissant effet amaigrissant.
Cette propriété physiologique adipocytaire satiétogéne est a [lorigine de
'appellation « leptine », du Grec « leptos » signifiant mince ou Hormone de la
satiété [22,23]. Bien que I'hypothése lipostatique de KENNEDY [16] sombra dans
'oubli pendant plus de quarante ans, la découverte de la leptine et les travaux de
CABANAC et RICHARD [24] lui ont redonné vie

température d'une piece est régulée par un thermostat, notre masse adipeuse,

(de la méme fagon que la

serait régulée par un lipostat).

Le récepteur de la leptine fut cloné en 1995. En 1997, TARTAGLIA [25] décrit le
récepteur hypothalamique de la leptine et MASUZAKI et al. [11] mettent en
évidence des ARNm ob au niveau du placenta humain (majoritairement dans le
syncytiotrophoblaste), cependant, le placenta n'est pas la principale source de

production de leptine chez les rattes gravides [26].

Entre 1998 et 1999, ELMQUIST et al. [27,28] identifient les voies neuronales
activées par la leptine dans le systéeme nerveux sympathique, et plus précisément

dans les cellules neuronales ventromédiales de I'hypothalamus.

Souris ob/ob Souris de Souris db/db Souris de
(Leptine inactive)  type sauvage (Récepteurinactif) type sauvage

ob i
. » |

| ,J b ‘,1 o ®

Tissu adipeux normal
ingestion normale
Reproduction normale

5

La souris ob/ob est porteuse d’une mutaion (défaut du géne ob codant pour la leptine) aboutissant a I'absence
du signal leptine. La souris db/db présente un défaut dans le géne codant pour le récepteur de la leptine.

Tissu adipeux en exceés
Hyperphagie
Sterilite

Figure 1.1 : Expériences de circulation croisée ou parabiose entre souris de type

sauvage, souris ob/ob et souris db/db.

Adaptée de [29,30].



24

1.2. Structure & Synthése

1.2.1. Géne codant : Géne ob

Le géne ob est localisé sur le chromosome 6 chez la souris, sur le chromosome 4
chez le rat. Il comporte environs 20 kilobases et est formé de trois exons séparés
de deux introns. Le premier exon contient une seule séquence de 26 paires de
bases non codantes. La région du promoteur mesure environ 3 kb. Cette région
d’ADN est située en amont du géne et comporte un site de fixation de 'ARN
polymérase qui assure la transcription de 'ADN en ARN. Cette région contient des
séquences de régulation. La totalité de la région codante est située dans les
exons 2 et 3 [31]. La leptine humaine présente 84% d’homologie avec la leptine de
rat et 85% d’homologie avec celle de la souris. Les leptines de rat et de souris

partagent 96% d’acides aminés communs [22,32].

Le géne ob code pour une protéine de 167 acides aminés chez la souris et 166
acides aminés chez I'homme. Apres traduction, la protéine de 18 kDa perd la
séquence signal amino-terminale, un pont disulfure carboxy-terminal se forme
et la leptine mature qui est libérée dans la circulation ne comporte plus que 146
acides aminés de 16 kDa, ne subissant aucune modification post-traductionnelle.

Chez le rat, une forme de 19 kDa a été identifiée dans des extraits gastriques [33].

L'expression du gene ob est contr6lée de facon opposée par: la protéine
C/EBPa (CCAAT / Enhancer Binding Protein alpha) et les PPARg (récepteurs
d'activateurs de la prolifération des peroxysomes). La protéine C/EBPa se fixe sur
une séquence (CCAAT) du promoteur du gene ob et lactive [34-36].
Le promoteur du géne ob présente aussi des éléments de réponse aux
PPARg membres de la superfamille des récepteurs nucléaires hormonaux. Les
thialozidinediones, ligands synthétiques des PPARg, réduisent I'expression du
gene ob in vivo comme in vitro [37,38] en antagonisant l'activation du promoteur
ob par la protéine C/EBPa [39].

1.2.2. Molécule : Protéine Ob

La séquence ob est compatible avec la structure de la famille des cytokines a

hélices impliquées dans la communication intercellulaire [40]. Elle est voisine de
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nombreux facteurs de croissance : I'Interleukine-2 (IL-2), ’'Hormone de Croissance
(GH), le LIF (Leukemia Inibitory Factor) et le G-CSF (Granulocyte Colony
Stimulating Factor). Les faisceaux d’hélices de la leptine, de 'hGH (human Growth
Hormone), du LIF et du G-CSF sont hautement superposables. La leptine est
formée d’un faisceau de quatre hélices a disposées de fagon antiparalléles, reliées
par des boucles de connexion et une courte hélice (quasiment perpendiculaire aux
quatre autres) qui lui conferent une forme globulaire (Fig. 1.2) [40,41]. La partie
N-terminale de la protéine est indispensable a l'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 [42,43].

g !

Leu-
39

lle-
42

Figure 1.2 : Structure de la leptine [41].

1.3. Métabolisme

1.3.1. Sécrétion

Chez les mammiféres, la leptine est principalement produite par le tissu adipeux
blanc, et plus faiblement par le tissu adipeux brun [21]. Pour un méme individu, les
taux dARNm ob dans le tissu adipeux varient d’'une région a une autre. Le tissu
adipeux sous-cutané représente 80% de la totalité des tissus graisseux, |l
constitue la source majeure de leptine et en sécrete plus que le tissu
mésentérique [44]. L'expression du gene ob est induite pendant la différenciation
et la maturation des adipocytes [35,45,46]. La concentration plasmatique de
leptine dans la veine abdominale qui draine le tissu adipeux sous-cutané est plus
élevée que dans l'artére radiale, ce qui suggere que la leptine est sécrétée dans le
sang qui s’enrichit en leptine aprés son passage par le tissu adipeux [47].
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La muqueuse fundique du rat [33] et les cellules épithéliales gastriques humaines
sécretent elles aussi la leptine et expriment ses récepteurs [48-50].

L’identification des ARNm ob dans I'hnypothalamus humain et 'augmentation des
niveaux de leptine dans le retour veineux du cerveau suggerent que le systeme
nerveux central (SNC) est une source de leptine [51]. Le géne ob est par ailleurs
exprimé dans le muscle squelettique des rongeurs [35,52], le foie de gallinacés
et les cellules stellaires du foie mises en culture et activees [53,54].

1.3.2. Cinétique

La leptine circulante est un monomere mais pourrait exister sous forme de dimére
ou de tétramere. Elle se présente sous forme libre ou liée & des protéines [55]. Sa
demi-vie varie entre 25 minutes et 3 heures selon I'espece [56,57]. Bien que le
taux circulant de leptine soit toujours corrélé avec 'Indice de Masse Corporelle
(IMC ou Body Masse Index) [58-60], la clairance et la demi-vie de 'hormone ne
sont pas liées a l'adiposité [56,57]. Une demi-vie de quelgues minutes reste
comparable a d’autres hormones protéiques, en l'occurrence la GH, ce qui
explique que le taux de leptine plasmatique peut varier rapidement en fonction de

la balance énergétique [47].

1.3.3. Distribution

Apres sa libération dans la circulation, la leptine est rapidement distribuée dans
'espace extracellulaire. Elle s’accumule ensuite dans I'eau cellulaire ou se lie a

des tissus ou a une protéine de transport soluble [61].

1.3.4. Transport

Le rapport [Leptine].cs / [Leptine]plasma (LCS :Liquide Cérébro-Spinal) plus élevé
chez les sujets minces par rapport aux sujets obéses (et hyperleptinémiques)
suggere la présence d’un systéme de transport saturable spécifique [57]. Apres
injection intraveineuse de leptine, celle-ci se localise au niveau du plexus
choroide, I'éminence médiane (ME) et le noyau arqué (ARC), sites de capture de

I'hormone. Les capillaires situés dans les organes circumventriculaires présents
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au niveau de 'éminence médiane du cerveau sont fenestrés, ce qui permet a des
molécules de grande taille de passer la barriere hémato-encéphalique (BHE)
et d’entrer librement dans le LCS sans mécanisme de transport. Il n’est donc pas
certain que l'action de la leptine dans le SNC nécessite un systéme de transport

spécifique (Cf. 1.4.4. Transport de la leptine vers le SNC).

1.3.5. Clairance

Les poumons, les organes splanchniques (foie, rate et intestin gréle) et les
muscles ne sont pas a l'origine d’une clairance significative. Comme pour I'lL-2,
80% de I'élimination de la leptine a partir du plasma se fait par le rein [62].
L’ARNm du récepteur de la leptine étant hautement exprimé dans le rein [63], un
transport faisant intervenir le récepteur est nécessaire a la capture et au
catabolisme de la leptine [64,65]. La dégradation de la leptine au niveau rénal va
de pair avec la disparition de I'hormone du plasma, indépendamment de la
filtration glomérulaire [66,67]. La taille moléculaire de la leptine est trop grande
pour étre filtrée par les glomérules, c’est pourquoi, I'excrétion urinaire est

négligeable et I'urine ne dégrade pas cette hormone [66].

1.4. Récepteurs & Mécanismes d’action

1.4.1. Récepteur Ob-R

Le gene db code pour le récepteur a la leptine. Les genes murin et humain du
récepteur de la leptine ont été clonés un an aprés le clonage du géne ob dans des
cellules COS-7 (lignées cellulaires fibroblaste-like dérivées du tissu rénal de singe)
transfectées avec une banque d'ADN complémentaire préparée a partir du plexus
choroide de souris [63]. Les génes des récepteurs ob (Ob-R, encore appelés
Lep-R) ont été cartographiés sur le chromosome 4 chez la souris et le
chromosome 5 chez le rat. lls sont localisés respectivement sur le locus db et le
locus fa [63,68]. L'analyse génomique a montré que les genes db, fa et Ob-R
étaient identiques [69]. Le gene du récepteur ob comprend 18 exons :

- les 15 premiers exons codent pour la partie extracellulaire du récepteur ;

- I'exon 16 code pour le domaine transmembranaire ;

- les exons 17, 18a et 18b codent pour les parties intracellulaires [70].
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Le récepteur Ob-R est apparenté a la classe | de la super-famille des récepteurs
de cytokines. Il posséde un seul domaine transmembranaire. La partie
intracellulaire  du récepteur présente de nombreuses analogies plus
particulierement avec la chaine gpl130, I'un des composants des récepteurs du
G-CSF et du LIF [63,71].

1.4.2. Isoformes naturelles du récepteur Ob-R

Le récepteur murin est constitué d’'une longue chaine extracellulaire, d'un domaine
transmembranaire et d’'un court domaine cytoplasmique. Au moins six isoformes
résultant d'un épissage alternatif ont été identifiées : Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc,
Ob-Rd, Ob-Re (chez la souris) et Ob-Rf (chez le rat). Elles se distinguent par la
taille de leur partie intracellulaire (Fig. 1.3). Les récepteurs courts partagent avec
la forme longue les domaines extracellulaires, transmembranaires et au moins les
29 premiers acides aminés de la partie intra cytoplasmique. L’isoforme longue
Ob-Rb est une protéine transmembranaire contenant des motifs peptidiques
nécessaires a l'activation des signaux de transduction [63], ces derniers étant
partiellement délectés dans les quatre isoformes courtes Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd
et Ob-Rf [68,70,72]. Les récepteurs Ob-Ra, Ob-Rb et Ob-Re lient la leptine avec
une affinité de I'ordre du nanomolaire [63,73]. L'isoforme Ob-Ra semble jouer un
réle de transporteur de la leptine du sang vers le LCS ainsi que du placenta vers
le foetus [68,74]. L'isoforme Ob-Re ne posséde pas de domaine
transmembranaire, c'est la forme soluble du récepteur souvent glycosylée [68,70],
elle jouerait probablement un réle dans l'inactivation de la leptine circulante et son

transport [75].

La partie extracellulaire est commune a toutes les isoformes et comprend : deux
domaines CK (Cytokine receptor domain) « Trp-Ser-X-Trp-Ser » (WSXWSX) et un
domaine F3 (Fibronectinlll domain). Seul le second domaine CK est

indispensable pour la liaison de la leptine et I'activation du récepteur Ob-R [76,77].


http://www.em-consulte.com/en/article/98473#GCB-05-2000-24-5-0399-8320-101019-ART4-ILL1
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Figure 1.3 : Structure du géne db et des différentes isoformes du récepteur Ob-R

résultant d'un épissage alternatif du géne [78].

1.4.3. Distribution tissulaire des récepteurs

La distribution tissulaire des ARNm du récepteur révele une expression
relativement ubiquiste avec des variations interspécifiques. Chez les rongeurs
et chez I'hnomme, le récepteur Ob-R (majoritairement Ob-Rb) est fortement
exprimé dans [I'hypothalamus (Fig. 1.4) avec comme principaux sites
d'expression : 'ARC (sur les neurones a neuropeptide Y ou NPY), le noyau
ventromédian (VMH) et le noyau dorsomédian (DMH). Les neurones sensibles a
la leptine dans 'ARC se projettent vers le noyau paraventriculaire et le noyau
hypothalamique latéral [79]. Les noyaux: arqueé, ventromeédian, dorsomédian,
latéral et paraventriculaire interviennent dans la régulation du poids corporel et le

comportement sexuel [68,79-82].
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Figure 1.4 : Anatomie de I'encéphale de rat.

A : Coupe sagittale, B : Coupe frontale. ARC : Noyau arqué, DMH : Noyau dorso-médian,
LHA : Aire hypothalamique latérale, ME : Eminence médiane, NTS : Noyau du tractus
solitaire, PVN : Noyau paraventriculaire, SFO : Organe subfornical, VMH : Noyau ventro-
médian [83,84] in [85].

La leptine agit aussi sur les tissus périphériques par l'intermédiaire des isoformes
courtes du récepteur qui présentent, comme lisoforme longue, une distribution
ubiquitaire, avec une forte expression d’Ob-Rb dans le poumon, la rate, le rein, le
muscle et une plus faible expression dans le tissu adipeux, les organes
reproducteurs, le placenta, le cceur et les ganglions lymphoides [63,64,75,86—88].
Les récepteurs Ob-R sont également présents dans le pancréas [86,89,90], le foie
et les surrénales [64]. Ob-Re a pu étre retrouvé au niveau du tissu adipeux,

I'hypothalamus, le thymus, le cceur, le foie et les testicules [91].

1.4.4. Transfert de la leptine vers le SNC

Les cytokines circulent dans le courant sanguin liées a des protéines qui peuvent

modifier leur clairance ou leur activité biologique [92]. La leptine circule & 95%
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sous forme libre et & moins de 5% liée a une protéine porteuse qui semble

constituée de I'ectodomaine du récepteur de la leptine [25]. Elle peut par la suite :

v’ soit emprunter la voie de transport trans-endothéliale de la BHE et le LCS,
grace a un systeme spécifique unidirectionnel et saturable constitué de formes
courtes d’Ob-R, qui permet a la leptine d’avoir accés aux régions de

I'nypothalamus dans lesquelles se situent les neurones cibles ;

v’ soit atteindre directement certaines structures hypothalamiques notamment la
partie médiobasale de I'hypothalamus (MBH) en traversant les pores ouverts
dans le systéme vasculaire cérébral au niveau de I'éminence médiane : ce
transport semble nécessiter les tanycytes, cellules gliales hautement
spécialisées, localisée a la base du 3°™¢ ventricule (3V) et constituant la porte
d’entrée de la leptine dans le cerveau. Ces cellules capturent la leptine
circulante a partir des vaisseaux sanguins qui, a cet endroit, ont la particularité
de la laisser passer (Fig. 1.5, étape 1). Lors de son parcours dans le tanycyte,
la leptine active une voie de signalisation « ERK » ou Extracellular-Regulated
Kinase (Fig. 1.5, étape 2) qui enclenche sa libération dans le LCS (Fig. 1.5,
étape 3). La leptine active alors les zones cérébrales qui véhiculent son action

anorexigene (Fig. 1.5, étape 4) [93].
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Figure 1.5 : Transport de la leptine via les tanycytes [93].
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1.4.5. Liaison Leptine / Ob-R & Transduction du signal

Deux principales voies de signalisation intracellulaires de transduction sont
activées par la fixation de la leptine a son récepteur (au niveau des motifs
WSXWS) : la voie des JAK/STAT (Janus Kinases / Signal Transducers
and Activators of Transcription) et la voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase) [94,95]. D’autres voies de signalisation intracellulaires secondaires
activées par la leptine, indépendantes de son réle central dans 'homéostasie
énergétique ont été évoquées telles que la voie de TAMPK (AMP-activated protein
kinase) et la voie PI3K/PDE3B/AMPc (Phosphoinositide 3-Kinase /

Phosphodiesterase 3 / Adénosine Monophosphate cyclique) notamment [96].

1.4.5.1. Voie des JAK/STAT

La partie cytoplasmique d’Ob-Rb contient trois motifs peptidiques [97] :
e Boite 1 et Boite 2 : elles interagissent avec les protéines JAK. Seule la Boite
1 est conservée chez les différentes isoformes transmembranaires [68] ;
e Boite 3 « YXXQ » : elle correspond au site de liaison de STAT3 (Fig. 1.6).

Domaine extra-cellulaire (808 aa)

~

WSXWS \ Liaison de

_—7 I'normone
-

WSXWS =

Domaine transmem-
branaire (21 aa)

Boite 1 ————> Interaction JAK
. Y986
Boite 2 | Activation des
Y1079 | protéines STAT
Y1141)

Boite 3

Domaine intra-cellulaire (296 aa)

Figure 1.6 : Représentation schématique du récepteur de la leptine de poulet.

Les boites 1, 2 et 3 (ou box) ainsi que les résidus tyrosine Y986, Y1079 et Y1141 sont

impliqués dans l'activation des facteurs de transcription STAT [97]. aa : Acides aminés.


https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphodiesterase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ad%C3%A9nosine_monophosphate
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La liaison de la leptine a son récepteur active I'association : JAK-2 tyrosine kinase
qui phosphoryle les résidus de tyrosine intracellulaire du récepteur. Cette
stimulation est abolie lorsque le motif Box1l est muté [98-101]. Les tyrosines
servent de points d'ancrage pour les facteurs de transcription cytoplasmiques
STAT3 qui ne se fixent sur ces résidus que s’ils sont phosphorylés. Cette
phosphorylation induit la dimérisation des facteurs de transcription : chaque
protéine contient un domaine SH2 (Src Homology region 2 : domaine protéique
structuralement conservé contenu dans I'oncoprotéine Src et dans de nombreuses
autres protéines de transduction du signal intracellulaire) qui s’associe avec la
tyrosine phosphorylée d'une autre molécule STAT3 pour former un dimere. Ce
dernier migre vers le noyau et agit comme facteur de transcription, favorisant
I'expression de genes tels que le NPY. STAT3 induit également l'expression de
SOCS-3 (Suppressor Of Cytokine Signaling 3), une protéine qui agit comme un
régulateur négatif de la voie JAK/STAT. SOCS-3 inhibe le processus de
transduction du signal de diverses cytokines dans le corps, y compris la leptine.
L'expression de SOCS-3 est induite par la leptine et I'activation de SOCS-3 inhibe
la phosphorylation de STAT3 qui est importante dans la transmission du signal sur
les récepteurs de la leptine. Une telle inhibition entrainera une résistance a la
leptine caractérisée par un dysfonctionnement de sa fonction biologique [102].
La PTP1B (Protein tyrosine phosphatase 1B) est une autre protéine qui régule
négativement la voie STAT/JAK et par conséquent les voies de signalisation de la
leptine et de linsuline [103]. La leptine induit via l'activation de JAK2, la
phosphorylation des IRS (Insulin-Receptor Substrate) qui activent a leur tour les
phosphatidylinositol-3 kinases [100] (Fig. 1.7).

La leptine induit I'activation des STAT1, STAT3, STAT5 et STAT6 dans différentes
lignées cellulaires [99,104-108]. Chez le rat, l'injection de leptine engendre une
activation des protéines STAT1 uniguement au niveau de l'adipocyte [109].
L'injection de leptine active STAT3 dans [I'hypothalamus, et STAT1, STAT3
et STATS5 dans lintestin chez les souris normales et ob/ob, mais pas chez les
souris db/db ce qui indique que seule l'isoforme longue du récepteur est capable
d'activer cette voie [94,110]. Dans la lignée épithéliale intestinale humaine
CaCO-2, la leptine active les STAT3 et STATS [110]. Dans les cellules CHO

(lignée cellulaire issue d'ovaires de hamster de Chine) transfectées de facon a
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surexprimer les isoformes Ob-Rb ou Ob-Ra, de méme que dans la lignée
épithéliale intestinale CaCO-2 exprimant le récepteur Ob-Rb, la leptine induit
I'expression des genes a activation précoce immeédiate : c-fos, c-jun et jun-B
[110,111]. Néanmoins, les résultats in vivo concernant I'activation de c-fos restent
divergents [110,112,113].
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Figure 1.7 : Activation de la cascade des JAK et des STAT.

Les protéines JAK2 sont associées a une séquence peptidique de la partie intracellulaire
du récepteur Ob-R proche de la membrane cellulaire et sont phosphorylées apres liaison
du ligand & son récepteur. Les JAK fonctionnent comme une tyrosine Kkinase
phosphorylant la chaine intracellulaire du récepteur qui devient alors un site de liaison

pour des protéines cytoplasmiques STAT. Adaptée de [114].

1.4.5.2. Voie des MAP Kinases (MAPK)

Suite a son activation par phosphorylation, la protéine SHP-2 (qui est une protéine

tyrosine phosphatase) déclenche une cascade d’événements qui induisent


https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_tyrosine_phosphatase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_tyrosine_phosphatase
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I'activation des MAPK. Ces derniéres peuvent a leur tour induire I'activation de
protéines nucléaires, dont certains facteurs de transcription. In vitro, la leptine
augmente l'activitt MAPK dans les lignées murines embryonnaires C3H10T1/2
et dans les lignées de cellules B pancréatiques [115,116]. Dans la lignée humaine
endothéliale HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells), la leptine mene a
I'activation de deux classes de MAPK :
- ERK: dont I'activation augmente la prolifération cellulaire (Fig. 1.8) ;
- JNK-SAPK (NH2-terminal c-jun Kinase / Stress-Activated Protein Kinase) :
activée suite a l'induction d'un stress oxydatif en présence de leptine
[117,118].

Leptine

Ob-Rb
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@ 1ak2
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Figure 1.8 : Leptine et voie ERK.
Adaptée de [119].

1.5. Facteurs réqulant la sécrétion de la leptine

1.5.1. Facteurs individuels

1.5.1.1. Masse corporelle

Bien que la leptinémie soit fortement corrélée avec la masse grasse corporelle, a
IMC équivalent, la leptinémie peut varier fortement d’un individu a un autre [58,59].

Une perte de poids corporel de 10% chez un sujet obese induit une réduction de
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50% de la leptinémie [59]. En revanche, un gain de poids de 10% provoque une
augmentation de 300% de la leptinémie [120].
1.5.1.2. Age

La relation entre la leptinémie et l'age serait plutét indirecte et liee a
'augmentation de la masse graisseuse avec I'age. Chez les rats obeses et normo-
pondéraux, l'expression des ARNm ob adipocytaires augmente avec l'age

indépendamment de lI'augmentation de I'adiposité [75,121].

1.5.1.3. Sexe

La leptine est synthétisée in utero et le niveau de leptine circulante est lié au
schéma de croissance intra-utérin [122]. Les différences entre les sexes dans les
niveaux de leptine fcetale ne sont pas dues a la teneur en graisse corporelle ou a
sa distribution, ni au statut hormonal de reproduction, mais plutét aux différences

génétigues qui existent entre les méles et les femelles [123].

1.5.2. Facteurs environnementaux

1.5.2.1. Cycle nycthéméral

La leptinémie varie au cours du nycthémere chez les rongeurs et chez I'homme
avec des pics nocturnes [124-127]. Les variations circadiennes de la leptinémie
montrent qu’elle est plus élevée entre minuit et les premiéres heures du matin
et est plus basse entre midi et le milieu de I'aprés-midi, selon un profil d’évolution
qui évoque la prolactine (PRL), la TSH (Thyroid-stimulating hormone) et les acides
gras libres [125,127].

1.5.2.2. Photopériode

Chez le rat, des injections de mélatonine entrainent la diminution de I'adiposité, de
insulinémie et de la leptinémie [128]. Chez les especes a activité sexuelle
saisonniere, les variations de la leptinémie dues a la photopériode permettraient
'adaptation aux contraintes liées a I'environnement et a la disponibilité alimentaire
[129-132].
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1.5.2.3. Acclimatation au froid

L’adaptation au froid provoque une diminution de la leptinémie (comparable a celle
induite par un jedne de 16 heures) et une augmentation de l'ingestion pour la

thermogénése [133].

1.5.3. Facteurs humoraux

1.5.3.1. Insuline

L'insuline est un puissant régulateur de l'expression du géne ob par action directe
sur les adipocytes, et la présence de récepteurs de la leptine au niveau du
pancréas endocrine laisse penser que la leptine est capable de moduler a son tour
la sécrétion de l'insuline. En effet, les adipocytes cultivés in vitro en l'absence
d'insuline présentent une baisse drastique de I'expression de I'ARNm ob et de la
sécrétion de leptine qui est restaurée apres addition d'insuline [46,124]. Chez les
rongeurs, l'administration périphérique d'insuline provoque une stimulation de
I'expression de 'ARNmM ob adipocytaire et de la leptinémie [124,134] et une baisse
prolongée (de 2 a 3 jours) de l'insulinémie provoque un freinage de I'expression
de 'ARNm ob chez le rat [135]. La leptine contrdle I'hnypersécrétion d'insuline
postprandiale. Elle normalise I'hyperglycémie et I'hyperinsulinémie des souris
ob/ob a des doses qui n’'induisent pas de perte de poids [23]. Son administration
par voie périphérique provoque une baisse de l'insulinémie (sauf chez les souris
db/db et les rats fa/fa) [86,136].

1.5.3.2. Glucocorticoides & Neuropeptide Y

La déficience en glucocorticoides augmente I'action anorexigéne et la perte de
poids induites par linsuline et la leptine [137]. L’administration intracérébrale du
NPY provoque chez le rat une surexpression du gene ob dans le tissu adipeux, en
rapport avec 'augmentation des concentrations plasmatiques de l'insuline et de la
corticostérone [138]. En outre, la surrénalectomie réduit la synthese de la leptine a
partir du gene ob dans le tissu adipeux blanc [139]. In vitro, le traitement des
adipocytes par des glucocorticoides induit une augmentation rapide de

I'expression du gene ob et de la sécrétion de la leptine [140,141]. Chez 'homme
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et le rat, 'administration de glucocorticoides provoque une augmentation de la
leptinémie [140,142-144]. Par ailleurs, les patients souffrant du syndrome de
Cushing ont une leptinémie élevée et un appétit augmenté en raison de la forte
production du NPY et du cortisol [11], alors que les effets de la leptine sont a leur

maximum en I'absence de ces deux molécules [145].

1.5.3.3. Agonistes B3 adrénergiques

Chez I'nomme, les récepteurs B3 adrénergiques sont principalement exprimés
dans les tissus adipeux péri-rénaux et omentaux alors qu’ils sont présents
majoritairement dans les tissus adipeux blanc et brun chez les rongeurs [146]. Ces
catécholamines en augmentant 'AMPc intracellulaire diminueraient I'expression

du gene ob [147] et réduiraient la concentration en leptine [148].

1.5.3.4. GH & Facteurs de croissance

Les IGF-1 et IGF-2 (Insuline-like Growth Factors) sont des facteurs de croissance
principalement produits par le foie sous l'influence de la GH. Chez les rongeurs, la
diminution de la sécrétion de la GH et des IGF-1 consécutive au jelne peut étre
limitée par I'administration intracérébrale de leptine [149]. Il a été noté que la
leptinémie était directement affectée par '|GF-1 et la PRL chez le rat [150]. Méme
si I'incubation d'adipocytes isolés avec la GH est sans effet sur I'expression et la
sécretion de leptine, chez 'lhomme, le traitement de malades adultes avec de
faibles doses de GH provoque une baisse des concentrations plasmatiques de
leptine en rapport avec la réduction des stocks de graisse dans l'organisme [151].
Chez le rat, l'administration centrale de leptine induit une diminution de la
sécrétion de somatostatine (GHIH ou SRIF) au niveau hypothalamique [152], et le
traitement par la leptine in vitro sur des neurones hypothalamiques de rat feetal

réduit I'expression et la libération de la somatostatine [153].

1.5.3.5. Nutriments

Le glucose comme l'insuline stimulent la transcription du gene de la leptine alors

que les acides gras polyinsaturés l'inhibent [154]. L’hyperglycémie ou un taux
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d’acides gras libre élevé induit une concentration élevée de la glucosamine
responsable de I'activation de I'expression du gene ob dans le muscle et dans le
tissu adipeux [155]. Chez les rongeurs, l'administration périphérique aigué
intrapéritonéale ou intraveineuse de glucose provoque une augmentation de

I'expression et de la libération de leptine [134] mais pas chez 'lhomme [156].

1.5.3.6. Cytokines

Chez des rongeurs a jeun [157,158] comme chez I'homme [159,160],
'administration de cytokines pro-inflammatoires (IL-1 et TNF : Tumor Necrosis
Factor) entraine une augmentation des concentrations plasmatiques de leptine qui
joue un role dans la réponse aigué de l'inflammation [91] et participe au maintien
du processus inflammatoire [48]. En outre, la leptinémie est trois fois plus élevée

chez les malades ayant souffert d’'un stress sévére comme la septicémie [161].

CHAPITRE 2
SYSTEME REPRODUCTEUR DE LA RATTE : ANATOMIE, PHYSIOLOGIE

& REGULATION

2.1. Généralités

La leptine intervient dans de nombreux processus physiologiques lies a la
distribution ubiquitaire des ARNm de ces récepteurs Ob-R. Outre le controle
métabolique, la leptine est impliquée dans la réponse immunitaire, I'inflammation
[162], la stimulation de I'angiogenése [117,163-165], le contrle de la pression
artérielle, I'hématopoiese [162,166], l'ostéogénése mais aussi dans le
déclenchement de la puberté et la reproduction [165,167-171]. La leptine joue un
réle crucial dans la physiologie du systeme reproducteur. De par son role de
« messager », elle renseigne I'axe hypothalamo-hypophysaire sur les réserves

énergétiques disponibles qui permettent ou pas d’assurer une éventuelle
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fécondation, gestation et lactation trés colteuses en énergie [6]. L’objectif de ce

travail est d’analyser son impact sur la fonction ovarienne chez la ratte.

2.2. Appareil reproducteur de la ratte

L'appareil génital de la ratte (Fig. 2.1) comprend deux ovaires et un tractus génital
constitué d'une :

- partie gestative : comprenant deux oviductes et deux cornes utérines ;

- portion copulatrice : comprenant un vagin, le vestibule vaginal et la vulve.
Le tissu mammaire est trés vaste et s’étend dorsalement sur toute la longueur du
tronc jusqu’a la ligne délimitée par le bord dorsal des omoplates. La ratte possede
six paires de mamelles, trois paires en région pectorale, une paire abdominale

et deux paires inguinales [172,173].
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Figure 2.1 : Organes uro-geénitaux de la ratte.
Adaptée de [174].

2.2.1. Ovaire

L’ovaire de la ratte est un organe ovoide et bosselé enfermé dans la bourse
ovarique formée par le mésovarium et le mésosalpinx [175]. Il est situé juste en

arriere des reins et est constitué d’'une :
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- zone périphérique : le cortex ovarien, formé d’un épithélium pavimenteux ou
cubique, de la tunique albuginée, de follicules ovariens a différents stades du
développement et d’'un stroma ;

- zone interne : la zone meédullaire, contenant de nombreux vaisseaux

sanguins, des vaisseaux lymphatiques et des nerfs [176].

2.2.2. Oviducte

L’oviducte encore appelé trompe de Fallope ou Salpinx est sinueux et lié au
segment propre de l'ovaire [172]. Chaque oviducte comprend quatre segments
anatomiques [173] :

infundibulum ou pavillon : qui s’ouvre dans la bourse ovarique, il sert

d’entonnoir et posséde des projections en forme de doigts ;

'ampoule : portion légérement dilatée, lieu de la fécondation situé entre

linfundibulum et I'isthme ;

I'isthme : portion étroite musculaire rejoignant l'utérus ;

la portion intra-murale ou interstitielle s’ouvrant dans la cavité utérine.

La paroi de la trompe comprend trois couches disposées concentriguement de la
lumiére a la périphérie :

- la muqueuse formée d'un épithélium cylindrique simple comportant des
cellules ciliées et des cellules sécrétrices non ciliées reposant sur un chorion
de tissu conjonctif richement vascularisé mais dépourvu de glandes ;

- la musculeuse formée de deux couches de cellules musculaires lisses : une
couche interne circulaire et une couche externe longitudinale ;

- une séreuse épaisse riche en vaisseaux et en nerfs [176].

L’oviducte permet la captation de l'ovule et assure le transport et la survie des

spermatozoides, de I'ovocyte Il et du zygote.

2.2.3. Utérus

L'utérus est le lieu d’implantation de l'ovule fécondé et de développement de

'embryon en foetus [177]. Chez la ratte, I'utérus présente une morphologie de type
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bicornis (deux cornes utérines et un seul canal cervical ou Cervix) [173]. La paroi
utérine est composée de la lumiére a la périphérie de [176] :

- L’endometre : muqueuse 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 rble important dans la nidation et dans la
constitution du placenta qui est discoide chez la ratte.

- Le myomeétre : musculeuse comportant une couche musculaire lisse interne
et une couche superficielle externe séparées par un tissu conjonctif
contenant un important plexus vasculaire ainsi que de nombreuses fibres
nerveuses végeétatives et élastiques. Le myomeétre intervient au moment de
la parturition grace a sa contractilité hormono-dépendante.

- Une séreuse constituée d’un tissu conjonctif Iache riche en fibres.

Le col utérin comporte des glandes utérines, un chorion riche en fibres de

collagene et une musculeuse.

2.2.4. Vagin

La ratte posséde un vagin de type simplex. Il s’agit d’'un conduit cylindrique
musculo-membraneux qui s’étend du col de 'utérus a la vulve. Il comporte [176] :

- une mugueuse comprenant un épithélium malpighien pavimenteux stratifié
et un chorion formé d’un tissu conjonctif caractérisé par la présence de fibres
élastiques, de cellules lymphoides et de nombreux vaisseaux sanguins ;

- une musculeuse formée de cellules musculaires lisses entre lesquelles se
trouve un tissu conjonctif riche en fibres élastiques ;

- une adventice conjonctive riche en fibres élastiques.

Le réle du vagin est mécanique : il recoit le pénis au cours du coit, favorise
I'ascension des spermatozoides par ses contractions et se distend au moment de

la parturition permettant le passage du nouveau-né.

2.2.5. Vestibule vaginal & Vulve

lls correspondent a la partie caudale du vagin (ou se rejoignent les systemes
reproducteur et urinaire), qui débute au niveau de l'ouverture urétrale et se

termine au niveau de la vulve qui correspond a la partie visible de I'appareil
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reproducteur femelle. On retrouve dans le vestibule la fosse clitoridienne dans
laguelle se trouve le clitoris [176]. Il n'y a pas de sinus uro-génital, la vulve entoure
'ostium vaginal, le clitoris et I'ostium externe de l'urétre, situé a la base du clitoris
[178].

2.3. Physiologie

2.3.1. Cycle cestral

Le terme « cestrus » du grec « oistros » fut utilisé pour la premiére fois par HEAPE
[179] comme la période spéciale du désir sexuel de la femelle [180]. Il a

également utilisé les termes :

e Ancestrus : qualifiant un appareil reproducteur au repos ;

e Procestrus : qualifiant une femelle bientét en chaleur ;

e Metoestrus ou Dioestrus 1 : en I'absence de la conception ;

e Dicestrus ou Dioestrus 2 : lorsque l'appareil reproducteur se prépare a la

réception de l'ovule.

La ratte est une espéce polycestrienne a activité sexuelle continue (le cycle cestral
n'est interrompu que pendant la gestation et lallaitement) et a ovulation
spontanée. Au cours du cycle cestral, de nombreuses modifications peuvent étre
observées tant sur le plan physiologique qu’histologique et cytologique, toutes

initiées et régulées par I'axe hypothalamo-hypophyso-ovarien.

La maturité sexuelle se produit habituellement entre 30 et 50 jours. Pour
GOLDMAN et al. [181] et KIM et al. [182], la puberté se produit entre 32 et 35
jours d’age, pour KENNEDY et MITRA [183] a 38 jours. Cet age a éteé fixé sur la
base de l'ouverture du col vaginal et de [l'apparition du premier cestrus.
Habituellement, le premier cycle cestral débute une semaine apres I'ouverture du
col vaginal et revient périodiquement tous les 4 a 5 jours. La durée du cycle cestral

par phase en fonction des auteurs est illustrée dans la figure 2.2.
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Durée moyenne du cycle cestral

4 4 jours (107 heures)

4 7 jours (113 heures)

4.5 jours (109 heures)

PO prooestrus O oestrus M metoestrus D dioestrus

Figure 2.2 : Durée des différents stades du cycle cestral chez la ratte.

2.3.2. Fonction ovarienne

L’ovaire posséde deux fonctions essentiellement contrdlées par les hormones
hypophysaires (FSH : Folliculo-Stimulating Hormone, LH : Luteinizing Hormone,
et PRL) dont les taux circulants permettent de réguler la production des stéroides
ovariens (ocestrogénes : E2 et progestérone : P4) [187] :
e L’ovogénése : Fonction exocrine assurant la production, la maturation
et 'émission cyclique du gameéte femelle ;
e |’hormonogenése : Fonction endocrine assurant I'imprégnation hormonale

du tractus génital femelle, nécessaire a la fécondation et a I'implantation.

L’ovogenése et la folliculogenése sont deux processus étroitement imbriqués :

2.3.2.1. Ovogénése

L’'ovogenése se définit comme [‘ensemble des processus conduisant a la
formation et au développement des gamétes femelles ou ovules et les rendant
aptes a étre fécondés par les spermatozoides [177]. L’origine embryonnaire du

tissu gonadique est le mésoderme [188].

2.3.2.2. Folliculogénése

Au cours de la vie feetale ou néonatale, les ovogonies proliferent au niveau des
cordons ovigeres jusqu’a leur entrée en prophase méiotique qui se poursuit dans
les ovocytes primaires et se bloque au stade diploténe. L’'ovocyte s’entoure d’'une

couche de cellules somatiques ou cellules folliculaires pour former un follicule
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primordial [189]. La folliculogénése est un processus continu se produisant dans la
corticale de l'ovaire. Elle débute au démarrage de la croissance du follicule
primordial et aboutit a la formation d’'un ou de plusieurs ovocytes apte(s) a étre
fécondé(s) [190]. La croissance folliculaire comprend deux étapes (Figure 2.3) :
e le recrutement initial & partir du « pool » de follicules primordiaux en
dormance : c’est la folliculogenése basale ou stade pré-antral [190].
e le recrutement cyclique des follicules en croissance pour former le(s)
follicule(s) ovulatoire(s) [188] : c’est la folliculogenese terminale ou stade
antral qui comprend trois phases: le recrutement, la sélection et la

dominance qui s’enchainent de maniére continue au cours d’un cycle [190].
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Figure 2.3 : Etapes du développement folliculaire [191].

2.3.2.2.1. Folliculogenése basale : Phase non-gonado-dépendante

Selon les espéces, le recrutement initial débute pendant la vie embryonnaire ou la
période juvénile. Cette étape est indépendante de la stimulation par la FSH [192].
Le recrutement folliculaire correspond au passage du follicule primordial de la
phase de quiescence a la phase de croissance par 'augmentation du volume de
'ovocyte primaire et l'entrée en prolifération des cellules folliculaires qui
'entourent. Ces derniéres initialement aplaties deviennent cubiques [193-196],

elles sont enfermées par une membrane basale, c’est le follicule primaire sur
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lequel apparaissent les récepteurs a la FSH (FSHR) au niveau des cellules
folliculaires. A partir de deux couches de cellules folliculaires appelées :
granulosa, le follicule est dit secondaire [197]. Une matrice glycoprotéique appelée
zone pellucide sépare les cellules folliculaires de [I'ovocyte [198]. Des
prolongements cytoplasmiques des cellules de la granulosa traversent la zone
pellucide pour s’apposer contre la membrane plasmique de 'ovocyte. La présence
de gap-junctions permet un échange meétabolique d’ions et de petites molécules
d’'un poids moléculaire inférieur & 1 kD. La formation de I'antrum par fusion de
petites cavités créées entre les cellules de la granulosa marque la fin de la
croissance folliculaire basale. Une theque conjonctive formée a partir des cellules
du stroma ovarien se met en place extérieurement contre la lame basale, et se
différenciera en théque externe et en théque interne [195,199-200]. Des
capillaires sanguins et des cellules épithélioides stéroidogenes se différencient au
niveau de la théque interne [201]. Les cellules de la theque interne expriment dés
leur formation des récepteurs de LH, des facteurs de croissance, des enzymes
et des facteurs de la stéroidogénése permettant la synthése d’androgénes
(CYP17A1 : Cytochrome P450, Family 17, Subfamily A, Polypeptide 1) et de
progestagenes : CYP11Al1 (Cytochrome P450, Family 11, Subfamily A,
Polypeptide 1), StAR (Steroidogenic acute regulatory protein) et HSD3B2 (Hydro-
delta-5-steroid dehydrogenase ou 3B-HSD) [190]. Le follicule entame alors sa
fonction stéroidogéne et devient follicule antral ou follicule tertiaire [194].
La theque externe est constituée de fibroblastes, de cellules musculaires lisses,
de cellules nerveuses, de quelques cellules stéroidogénes et de capillaires
sanguins [202]. Dans I'antrum s’accumulent les produits de sécrétion des cellules
de la granulosa et de la theque, ainsi que les substances plasmatiques qui
diffusent a partir des capillaires sanguins pour irriguer la theque. La croissance
folliculaire aboutit a la différentiation de la granulosa murale (située en périphérie
du cotée de la lame basale) et du cumulus oophorus (entourant I'ovocyte).
Au niveau du follicule ovulatoire, les cellules péri-ovocytaires portent le nom
de corona radiata. Des régulations endocrines, paracrines et autocrines sont

associées a cette organisation structurale du follicule [203—-206].

La folliculogénése basale est contrélée par de nombreux facteurs de croissance
d’origine ovocytaire ou somatique intervenant le plus souvent selon un mode de

régulation paracrine [190,207] :



47

e Les cellules de la granulosa sécretent des facteurs de croissance tels que
'EGF (Epidermal Growth Factor), le FGF (Fibroblast Growth Factor)
et TAMH (Anti Mullarian Hormone), ainsi que des cytokines (SCF : Stem
Cell Factor ou KITLG : kit-ligand). L’AMH est produite en faible quantité
dans les follicules primaires mais joue toutefois un réle important dans la
folliculogénese et est, a ce titre, un indicateur de la réserve folliculaire.
Sa production est maximale en fin de folliculogénéese basale [208].

e Avec le démarrage de la croissance folliculaire, 'ovocyte entame une
intense activité transcriptionnelle qui permet la synthése des protéines
nécessaires au métabolisme ovocytaire. L'ovocyte, exprime des génes
codant pour les facteurs de croissance BMP15 (Bone Morphogenetic
Protein 15) et GDF9 (Growth Differentiation Factor 9), les protéines ZP
(composants de la zone pellucide) et pour d’autres facteurs dont le réle est
inconnu [209]. C’est au cours de la folliculogénése basale que s’effectue
'essentiel de la croissance ovocytaire (diameétre initial de 20 a 30 ym)
et que l'ovocyte bloqué au stade diploténe / diacinése devient apte a
reprendre la méiose. L’activité transcriptionnelle de I'ovocyte ralentit lorsque
'ovocyte approche de son diametre maximal, jusqu’a devenir indétectable.
L’'ovocyte acquiert sa compétence méiotique lorsqu’il atteint environ 80%
de sa taille maximale (la condensation de la chromatine en un anneau péri-
nucléolaire coincide avec I'inactivation des ARN polymérases), puis, a partir
d’'un diamétre folliculaire caractéristique de chaque espéce, I'aptitude a

soutenir le développement précoce de I'embryon [190,210].

2.3.2.2.2. Folliculogenése terminale : Phase gonado-dépendante

Cette phase débute par le recrutement des follicules ayant acquis la capacité de
répondre a une stimulation par la FSH et aboutit au développement d’'une cohorte.
Le recrutement cyclique est strictement dépendant de la FSH et, pour tous les
stades terminaux de maturation du follicule pré-ovulatoire, de la LH. Lorsque le
follicule atteint sa maturité et devient apte a ovuler, il y a apparition des récepteurs
de la LH au niveau de la granulosa. La « phase de recrutement » n’apparait donc

qu’a la puberté ou a la premiére ovulation [211].
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La croissance folliculaire se déroule par vagues (une a six vagues folliculaires au
cours d'un cycle ovarien selon I'espéce) mais n’est pas strictement associée a la
cyclicité [202] puisque des vagues folliculaires ont été observées chez des
femelles prépubéres ou gestantes [212]. Seule une partie des follicules recrutés
est sélectionnée et poursuit sa croissance, c'est la « phase de sélection ».
Dés lors qu’il est (sont) sélectionné(s), le (les) follicule(s) destiné(s) a ovuler ou
follicule(s) dominant(s) inhibe(nt) le recrutement des autres follicules [213].
La croissance des follicules susceptibles d’ovuler se produit de facon synchrone
et coordonnée [199]. La croissance et la maturation terminale du (des) follicules
pré-ovulatoires, I'atrésie des autres follicules de la cohorte, et le blocage du
recrutement de nouveaux follicules correspondent a la « phase de dominance ».
De nombreux facteurs (facteurs de croissance, matrice extracellulaire, protéases
et stéroides d'origine locale ou endocrine) agissent en synergie avec les
gonadotropines pour réguler la folliculogénése terminale [214]. Les cellules de la
granulosa perdent progressivement de leur capacité de prolifération et de
synthese de I'AMH et se différencient en cellules stéroidogenes (synthese
d'cestradiol a partir des androgenes d’origine thécale), par [Iapparition
et laugmentation de [I'expression des génes CYP11Al, StAR, HSD3B2
et CYP19A1 (Cytochrome P450, Family 19, Subfamily A, Polypeptide 1 qui code
pour 'aromatase). Simultanément, il y a apparition et augmentation brutale des
récepteurs de LH (LHCGR) sur les cellules de la granulosa [190] (Fig. 2.4 & 2.5).

Circulation Theque Granulosa
sanguine

Figure 2.4 : Stéroidogénése et modele « 2 cellules, 2 gonadotropines » [215].
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Figure 2.5 : Changements fonctionnels dans I'ovocyte et les cellules de la

granulosa au cours du développement folliculaire.

Dans le follicule aprés I'ovulation, I'expression de 'aromatase (CYP19A1) disparait au
moment de la formation du corps jaune (CJ) chez les ruminants, la truie et la jument, mais

pas chez les primates et les rongeurs (courbe orange en pointillé) [190].

La réduction du nombre de follicules ovariens au cours de la vie génitale est due
soit a 'ovulation soit a I'atrésie qui correspond a I'entrée en apoptose du follicule
avec hyalinisation, fragmentation du cytoplasme et épaississement de la zone
pellucide. Avant la puberté, la majorité des follicules en croissance atteignent les

stades de follicules primaires, secondaires voire la phase antrale précoce, puis
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s’atrésient [177]. 99% des follicules qui entrent en croissance dégénerent. Une
cascade d’événements complexes déclenchés par le pic de LH en fin de phase
folliculaire conduit a I'ovulation du (des) follicule(s) pré-ovulatoire(s). La survie du
(des) follicule(s) est déterminée par I'expression d’'un plus grand nombre de
récepteurs a la LH par les cellules de la granulosa murale et de la theque le(s)
rendant apte(s) a ovuler [190].

Le tableau 2.1 résume la durée du développement folliculaire, le diametre
folliculaire au cours des différents stades de la folliculogenése, I'age d’atteinte de
la puberté, le nombre de follicule(s) ovulé(s) par cycle et lintervalle décharge

ovulante - ovulation chez la ratte et la femme.

Tableau 2.1 : Folliculogénése chez la ratte et la femme [190,216*].

Ratte Femme
Durée totale du développement folliculaire (j) 19a22 > 200
Durée de développement des follicules a antrum (j) 3a4 50
Follicule primordial 0.03a40.05 | 0.0.340.05
Diamétres Formation de 'antrum 0.2 0.2
folliculaires | Début de la folliculogénése terminale 0.2 3ab
(mm) Acquisition des récepteurs LH sur la granulosa 0.5 10a12
Ovulation 0.640.8 20
Age de la puberté * 33a40j 11al4ans
Nombre de follicule(s) ovulé(s) par cycle * 10 1
Intervalle Décharge ovulante - Ovulation (h) 14 36

2.3.2.2.3. Maturation ovocytaire & Ovulation

La maturation ovocytaire permet a 'ovocyte d’acquérir sa capacité d’assumer la
fécondation et de supporter le développement embryonnaire. Elle semble liée a la
dissociation des cellules du cumulus oophorus [217] et s’exprime par la maturation
nucléaire et la maturation cytoplasmique. L’ovulation s’accompagne de
modifications structurales et biochimiques au sein du cytoplasme, et est associée
a l'expansion du cumulus oophorus, la rupture du pdle apical du follicule, la
différentiation cellulaire et la restructuration tissulaire qui ménent a la formation
d’'un CJ [190].
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2.3.2.2.3.1. Changements fonctionnels au niveau des cellules folliculaires

La fixation de la LH sur son récepteur induit une augmentation des taux
intracellulaires d’AMPc et d’'inositol phosphate [218]. La PRKAC (cAMP-dependent
Protein kinase ou PKA : Protein kinase) ainsi activée provoque une cascade de
phosphorylations et d’activations des facteurs de transcription CREB1 (cCAMP
Responsive Element Binding protein 1) et SP1 (Sp1 transcription factor) qui vont a
leur tour inhiber (CYP19A1 et CYP17Al), ou activer (StAR, CYP11Al et HSD3B2)
'expression des génes-cibles, conduisant a une modification du profil sécrétoire
des stéroides (effondrement des taux d’cestrogénes et d’androgénes
et augmentation considérable du taux de progestérone). Les cellules de la
granulosa perdent leurs récepteurs de FSH, et I'expression des récepteurs de LH
diminue de facon transitoire pour augmenter par la suite. Le pic de LH induit
I'inhibition de la Cycline D2 et les cellules de la granulosa se désolidarisent de la
membrane basale ou de Slavjanski. Simultanément, la theque devient
cedémateuse et hyperhémique, augmentant ainsi le flux sanguin du follicule
pré-ovulatoire. Chez la ratte, ces changements fonctionnels des cellules

folliculaires durent environ 7 heures [219].

2.3.2.2.3.2. Maturation ovocytaire

2.3.2.2.3.2.1. Maturation nucléaire

La reprise de la méiose se produit dans les heures qui suivent le pic pré-ovulatoire
de LH et débute par un plissement de I'enveloppe nucléaire et la rupture de la
vésicule germinale (GVBD : Germinal Vesicle Breakdown). Les pores nucléaires
disparaissent, l'enveloppe se fragmente, le nucléole disparait rapidement au
contact du cytoplasme et la vésicule germinale se disloque. Les chromosomes
achévent la prophase pour se disposer sur le fuseau mitotique : ils se condensent
et les chiasmas migrent vers I'extrémité des bras chromosomiques. Le fuseau
meiotique se forme depuis les MTOC (Microtubule Organizing Center) qui
s’ancrent sur les chromosomes et se distribuent sur la plaque métaphasique de la
premiere division méiotique (métaphase 1) [220,221] (Fig. 2.6a & b). Les contacts
cytoplasmiques entre I'ovocyte et les cellules de la granulosa disparaissent et les
granules corticaux produits par I'appareil de Golgi migrent vers la surface de
'ovocyte. L’anaphase et la télophase sont rapides, les chromosomes homologues
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se séparent et migrent aux péles du fuseau, dont I'un provoque une boursouflure
de la membrane qui deviendra le premier globule polaire (Fig. 2.6c). Les
chromosomes entrent immédiatement en métaphase Il et se répartissent sur une
plague métaphasique, le second fuseau méiotique [222,223]. Le cytoplasme
entourant le fuseau en position excentrique est dépourvu de granules corticaux
et la membrane cellulaire sus-jacente ne comporte pas de microvillosités chez
certaines especes (Fig. 2.6d). Le globule polaire contenant la moitié du
complément chromatinien est expulsé dans I'espace périvitellin ce qui marque
'achévement de la premiére division méiotique. C’est a ce moment gu’intervient
'ovulation a I'exception des canidés pour lesquels la rupture de la vésicule

germinale a lieu lors du transit de I'ovocyte dans les voies génitales [190].

Granule
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a Microvillosité m
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Figure 2.6 : Réactivation de la prophase arrétée au cours de la premiere division

méiotique de I'ovocyte pré-ovulatoire [224].

2.3.2.2.3.2.2. Maturation cytoplasmigue

L’'ovocyte atteint rapidement sa taille maximale et constitue une réserve

importante d’ARN synthétisés au niveau de la vésicule germinale par amplification
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génique (ribosomiques en particulier). Une grande partie des ribosomes est
stockée et interviendra au cours des premiers jours du développement
embryonnaire. L’'ovocyte met en place des systémes de régulations permettant les
divisions et les différenciations des premiers stades : c’est I'acquisition de la
compétence au développement [193]. L’activité transcriptionnelle qui était
minimale depuis la fin de la croissance ovocytaire s’arréte dés que les
chromosomes se condensent en début de maturation. L'expression génique
repose alors essentiellement sur la régulation post-transcriptionnelle des ARN
cytoplasmiques. L’espace périvitellin est élargi avec réorganisation des
composants cytoplasmiques de l'ovocyte par déplacement sous la dépendance
des microtubules [210]: les granules corticaux initialement situés au niveau
cytoplasmique diffusent dans l'ovocyte immature, migrent vers la zone corticale
et s'associent au cytosquelette (filaments d'actine). Les mitochondries forment des
agrégats avec le réticulum endoplasmique dans la région périnucléaire. La réserve
lipidique et la concentration en glutathion augmentent, ce qui indique des
changements métaboliques. La concentration de calcium augmente dans le
cytosol. Le calcium pourrait aussi pénétrer par les canaux ioniques de la
membrane plasmique et des changements de la machinerie de signalisation
calcique s’opérent [225]. La maturation cytoplasmique s’achéve parallelement a la
reprise de la méiose avec la maturation membranaire, I'attachement des granules
corticaux [193], l'acquisition par la zone pellucide d’une spécificité biochimique
intervenant dans la reconnaissance, la fixation du spermatozoide et la réaction
acrosomique [201,226] ; ainsi que I'activation du MPGF (Male Pronucleus Growth
Factor) qui intervient dans la décondensation de la chromatine du spermatozoide

et le changement des nucléoprotéines [220].

2.3.2.2.3.2.3. Dissociation & Expansion des cellules du cumulus oophorus

Le pic pré-ovulatoire de LH induit I'expansion du cumulus oophorus qui facilitera le
détachement du complexe cumulus oophorus - ovocyte au moment de 'ovulation.
Les cellules du cumulus enrichissent la matrice extracellulaire intra-folliculaire en
acide hyaluronique dont I'hydratation permet de dissocier la corona radiata qui
libere l'ovocyte entouré d'un « nuage » de cellules du cumulus [227]. Cette

sécrétion est stimulée par la FSH, certains facteurs de croissance (EGF et IGF-1)
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ainsi que des facteurs ovocytaires, GDF9 notamment. L’accumulation de l'acide
hyaluronique attire 'eau a l'intérieur du follicule ce qui augmente la tension de la
cavité. A I'acide hyaluronique viennent s’associer des protéines de liaison (SHAP :
Serum derived Hyaluronic Acid binding Protein ou ITI : Inter-alpha-Trypsin Inibitor)
[228]. Le cumulus expansé constitue un microenvironnement protecteur entourant
l'ovocyte. |l assure la captation du complexe par le pavillon suite a I'ovulation

et intervient dans la capacitation des spermatozoides avant la fécondation [229].

2.3.2.2.3.2.4. Rupture de la paroi folliculaire & Ponte ovulatoire

La synthése par I'ovaire de cytokines inflammatoires (IL, TNF), de cortisol et de
prostaglandines (PG) s’accentue dans le follicule pré-ovulatoire au moment de
'ovulation. Les cytokines stimulent 'activité d’enzymes protéolytiques ainsi que la
production de PG et de monoxyde d’azote (NO), elles modulent la stéroidogénése

et interviendraient dans la maturation du complexe ovocyte - cumulus [230,231].

La rupture de la paroi folliculaire nécessite I'action d’enzymes protéolytiques
dégradant la matrice extracellulaire par dissociation des fibres de collagéne. Le pic
de LH induit une production locale considérable d’une protéase qui transforme le
plasminogéne en plasmine [232], qui activerait & son tour certaines collagénases,
telles que les métalloprotéases matricielles ou Matrix metalloproteinase (MMP1
et MMP2) [233]. L'activité de la collagénase est également stimulée par I'lL-1
[234,235], la bradykinine [236] et chez la ratte par la progestérone [201].
La collagénase est inhibée par des facteurs du liquide folliculaire tels que
I'a-macroglobuline [235]. Chez les rongeurs, la lapine, la truie et le macaque, les
gonadotropines stimulent directement la synthese par les cellules de la granulosa
et de la theque interne de PG, qui induisent la libération d’hydrolases lysosomiales
des cellules de I'épithélium ovarien au niveau de l'apex folliculaire (constitué de
'albuginée et de la théque externe), ce qui accentue la désintégration des fibres
de collagene [236,237]. Parallélement, I'activité d’inhibiteurs de sérines protéases
(SERPINEL1L : Serpin Family E Member 1) et d’inhibiteurs des métalloprotéases
matricielles (TIMP1 et TIMP2) augmente. L'expression des MMP et des TIMP
est régulée par les stéroides et les PG. L’expression concomitante de protéases

et d’anti-protéases dans le follicule pré-ovulatoire permet de moduler le
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site et le degré de dégradation du mur folliculaire au niveau de I'apex au moment
de sa rupture [238]. La phosphorylase A2, par l'intermédiaire de la bradykinine,
stimule la sécrétion par la theque interne et les cellules de la granulosa de PGE2
(qui provoque une ischémie et une fragilisation des tissus) et par les theques de
PGF2q, ce qui permet la libération des hydrolases lysosomiales par les cellules de
I'épithélium ovarien au niveau de I'apex [199,236]. Parallelement, le pic de LH
augmente le flux sanguin au niveau de l'ovaire [239], accroit la perméabilité
vasculaire par action du VEGF (Vacular Endothelial Growth Factor) et induit la
libération du PAF (Platelet Activating Factor), phospholipide impliqué dans les
réactions inflammatoires. L’accroissement volumétrique du follicule et sa position
dans le cortex entrainent sa hernie a la surface ovarienne. L’ischémie consécutive
a ',edéme accentue la désintégration des cellules de I'apex au niveau du stigma
ol une vasoconstriction totale (vraisemblablement due a I'endothéline) s’est
installée [199,240].

La ponte ovulaire correspond a I'expulsion d’'un ovocyte mar et fécondable associé
au cumulus oophorus. Cette expulsion est facilitée par la contraction des
myofibroblastes de la théque externe juste avant ou au moment de I'ovulation
[241,242]. Cette contraction résulte de la chute brutale de la pression
hydrostatique et est stimulée par la PGF2q, l'ocytocine et les drogues
cholinergiques et a-adrénergiques chez le hamster, la lapine, la brebis et la femme
(Fig. 2.7) [237].
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Figure 2.7 : Cascade d’événements déclenchés par le pic de LH conduisant a

I'ovulation du (des) follicule(s) pré-ovulatoire(s) [190].

ADAMTS1: A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 1,
ADCY : Adenylate cyclases, CTSL1: Cathepsine L1, E2: CEstradiol,
G alpha S: Guanine nucleotide binding proteins (G proteins) - G alpha subunit,
Gqg: Protéines de la famille des protéines G associées a un récepteur, IP3: Inositol
trisphosphate , PLC : Phospholipase C, P4 : Progestérone.
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2.3.2.3. Phase lutéale

2.3.2.3.1. Lutéogénese

La formation du CJ résulte de la transformation lutéale des cellules folliculaires
aprés l'ovulation. Quatre types de CJ sont observés chez les rongeurs [243] :

- le CJ cyclique sécrétant de la progestérone pendant une durée d’'un a deux
jours chez les rongeurs a cycle cestral court et a ovulation spontanée (ratte,
souris et hamster) ;

- le CJ gestatif dans le cas d’accouplement fertile ;

- le CJ de pseudo-gestation dans le cas d’accouplement infertile ;

- le CJ de lactation qui assure I'ovo-implantation.

Selon I'espéce, les cellules lutéales peuvent avoir pour origine soit la granulosa,
ou bien la granulosa et la théque qui subissent des changements morphologiques
et fonctionnels, donnant naissance aux grandes et aux petites cellules lutéales
[244]. Au cours de la lutéinisation, les mitochondries a crétes tubaires augmentent
en nombre, le réticulum endoplasmique lisse devient abondant et des gouttelettes
lipidiques sont observées. L’activité stéroidogéne est marquée par la diminution
de la biosynthese des androgénes en faveur de la sécrétion de la progestérone
[245,246], en réponse au niveau tonique de LH. Chez la ratte, la progestérone est
essentiellement produite par le CJ, le placenta en produit tres peu pendant la
gestation [247,248]. Le CJ sécrete également I'inhibine qui atténue la sécrétion de
la FSH [249] et la relaxine qui, par son action myorelaxante, intervient dans le
remodelage des organes génitaux pendant la gestation et la parturition. Chez la
ratte, la relaxine inhibe les contractions induites par l'ocytocine sur le myomeétre

et intervient dans la croissance embryonnaire [250].

2.3.2.3.2. Lutéolyse

La régression lutéale implique I'affaissement des cellules lutéales, une ischémie
et une mort cellulaire progressive responsable de la chute de la progestérone.
L’action lutéolytique est associée a la lutéolysine d’origine utérine (qui a été
identifiée a la PGF2q) chez la ratte et a la PGFaa d’origine ovarienne chez les
primates et la femme (proche de la PGF2q d’origine utérine chez les rongeurs
et les ruminants) [201,243]. La production de PGFzq est stimulée par 'ocytocine du
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CJ. La PGF2q induit a son tour une rétroaction positive sur I'ocytocine. La lutéolyse
aboutit a linvolution du CJ qui se sclérose pour former une cicatrice blanchéatre
résiduelle fibreuse : le corpus albicans qui sera absorbé par le stroma ovarien. En
cas de gestation, la trophoblastine sécrétée par le trophoblaste embryonnaire
inhibe la synthése de la PGF2q afin d’assurer une production continue de

progestérone et le CJ cyclique se transforme en CJ gestatif [251-253].

2.3.3. Régulation

Les hormones hypophysaires a effet sexuel ou gonadotropines sont représentées
par : la FSH ou follitropine, la LH ou lutropine et la PRL.

233.1.FSHetlLH

La FSH et la LH, de nature glycoprotéique [254] sont formées d’'une sous-unité a
commune et d'une sous-unité B propre a chaque hormone qui lui confére sa
spécificité biologique et immunologique. Ces gonadotropines agissent sur le
fonctionnement des gonades et la régulation de la reproduction chez I'ensemble
des vertébrés [255—-257].

2.3.3.1.1. Réqulation cérébrale

L’hypothalamus contrdle la sécrétion des gonadotropines hypophysaires par le
bais de la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone encore appelée LH-RH :
Luteinizing Hormone Releasing Hormone ou gonadolibérine), neurohormone
décapeptidique sécrétée au niveau de I'éminence médiane. La GnRH est
synthétisée et sécrétée par des neurones spécialisés situés dans I'ARC de
'hypothalamus médial basal et dans la zone préoptique de I’hypothalamus
antérieur. La sécrétion et I'interaction de la GnRH avec son récepteur apparenté
se produisent de maniére pulsatile et intermittente et sa fréquence varie en
fonction du cycle. Une fois libérée dans le systéme porte hypothalamo-
hypophysaire, la GnRH se lie a son propre récepteur sur la membrane des
cellules de 'antéhypophyse induisant la sécrétion de la FSH et de la LH. La GnRH
module la sécrétion des chaines a et B, la glycosylation et la sécrétion.

Des fréquences de pulses lentes de GnRH induisent la sécrétion de la FSH, tandis
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que les fréquences de pulses rapides induisent celles de la LH [258,259].
La libération de GnRH est étroitement liée a I'activité des neurones a GnRH, qui
sont régulés par les neurotransmetteurs, les hormones stéroidiennes et les
facteurs de croissance [260]. Les gonadotropines se lient aux récepteurs couplés
aux protéines G spécifiqgues des gonades pour stimuler la production de stéroides
sexuels (cestradiol, progestérone, et testostérone) et d’hormones peptidiques
(inhibine et activine) qui modulent la libération de la GnRH et des gonadotropines.
Dans I'hypothalamus, I'cestradiol peut agir directement sur les neurones a GnRH
et tous les stéroides peuvent agir indirectement par le biais d’autres neurones
hypothalamiques sur la libération de la GnRH. Les concentrations élevées en
testostérone suppriment les pulses de GnRH hypothalamiques et la réponse
hypophysaire a la GnRH. Le traitement a I'cestradiol seul augmente la fréquence
des pulses de GnRH mais diminue leur amplitude, tandis que I'cestradiol et la
progestérone suppriment les pulses de GnRH. Au niveau hypophysaire,
I'cestradiol augmente le nombre de GnRHRs (récepteurs a GnRH) ainsi que la
réactivité des genes LH a la GnRH et peut supprimer directement la sécrétion de
LH. La GnRH a également une action d’auto-amorcage (régulation a la hausse)
et de régulation négative sur son propre récepteur [261].

La kisspeptine (protéine codée par Kissl) libérée par les neurones de 'ARC et le
noyau antéroventral périventriculaire (AVPV), stimule la libération de la GnRH, qui
induit la libération de la LH et de la FSH. Les gonades répondent aux
gonadotropines en sécrétant des stéroides qui régulent I'activité des neurones a
kisspeptine, inhibant I'expression de Kissl dans 'ARC et induisant son expression
dans 'AVPV. L’effet inductif des stéroides sur I'expression de Kiss1 dans 'AVPV
peut contribuer a la poussée de LH pré-ovulatoire chez la femelle. La leptine
informe I'hypothalamus sur I'état énergétique de l'organisme et peut induire
I'expression de Kissl [262,263] (Fig. 2.8).
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Figure 2.8 : Régulation hypothalamo-hypophyso-ovarienne de la fonction de la reproduction.

(1) : La kisspeptine stimule la sécrétion de la GnRH. L'ARNm de Kissl est régulé par les stéroides
sexuels dans I'ARC et 'AVPV. Adaptée de [263].

(2) : Des fréquences de pulses lentes de GnRH induisent la sécrétion de la FSH, tandis que des
fréquences de pulses rapides induisent celles de la LH [261].
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v" Monoamines

La noradrénaline est une catécholamine impliquée dans la libération par les
neurones a GnRH de la décharge pré-ovulatoire chez la ratte et la lapine [264].
Elle active la stimulation des neurones a GnRH conjointement a I'adrénaline. Elle
supprime I'apparition des pulses de LH chez la ratte ovariectomisée [265].

Chez la ratte, des effets stimulateurs de la sérotonine (qui est une indolamine
comme [I'histamine) ont été démontrés au moment du pic pré-ovulatoire.
Cependant, la stimulation expérimentale de la libération de la sérotonine induit
une inhibition des sécrétions de LH (y compris le pic pré-ovulatoire), ce qui
suggeére l'existence de sites d’action différents [264].

La dopamine est un neuromédiateur de la famille des catécholamines synthétisé
a partir de la tyrosine. Les neurones dopaminergiques sont distribués dans
'ensemble du cerveau [266]. Chez la ratte, la dopamine des neurones du
systeme incerto-hypothalamique (Noyaux Al13 et 14) stimulerait le pic
pré-ovulatoire de LH, mais une action inhibitrice de la dopamine est le plus
souvent rapportée : soit directe sur la pulsatilité chez la ratte ovariectomisée, soit
en participant a l'action inhibitrice de I'cestradiol (brebis en ancestrus) impliquant

des noyaux dopaminergiques situés dans I'hypothalamus antérieur [264].

v Neuropeptides

Les opiacés dérivent de la POMC ou préproopiomélanocortine (telle que la
B endorphine), ou de la préproenképhaline (telle que la méthionine-enképhaline).
Chez la ratte, ils seraient impliqués dans le blocage prépubére des sécrétions
pulsatiles de LH. Le plus souvent, ils sont inhibiteurs de la pulsatilité de la LH par
I'cestradiol et la progestérone chez la ratte, la brebis, le macaque Rhésus et la
femme pendant la phase lutéale [267].

Le NPY inhibe la sécrétion pulsatile de LH chez la ratte ovariectomisée. Son effet
est stimulateur en présence d'cestradiol. De méme que le peptide vaso-actif
intestinal (VIP) inhibe la sécrétion de la GnRH a travers des relais de nature
neurochimique mal connus [264].

Les kisspeptines dont I'implication dans la reproduction a été démontrée en 2003
chez la souris [268,269] et 'homme [270] sont de puissants stimulateurs de la
libération de GnRH via le récepteur couplé aux protéines G54 (GPR54)

[271,272]. La kisspeptine peut agir directement sur les neurones a GnRH ou
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indirectement en augmentant la fréquence et I'amplitude des transmissions
postsynaptigues GABAergiques dans les neurones a GnRH d'une maniére
dépendante de I'cestradiol au moment de la rétroaction négative de ce stéroide
[273,274].

- L’ocytocine et la neurotensine participent a la libération pré-ovulatoire de la LH
chez la ratte [275,276].

D’autres peptides hypothalamiques impliqués dans le contréle de la prise
alimentaire et de la fertilité semblent moduler la sécrétion de la GnRH tels que : les
orexines, la galanine, 'AgRP (Agouti-related peptide), 'aMSH (alpha-melanocyte-
stimulating hormone), le GALP (Galanine-like peptide), 'ocytocine et le NPY du
noyau infundibulaire qui est sous le controle de la leptine [264, 277] (Fig. 2.9).
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Figure 2.9 : Interactions entre les neuropeptides et les hormones impliquées dans
la régulation de I'équilibre énergétique et la fertilité.

Adaptée de [277], d’'aprés : 1 [278]; 2 [279]; 3 [280] ; 4 [281]; 5 [282,283]; 6 [284] ;

7 [285] ; 8 [286-290] ; 9 [291] ; 10 [292] ; 11 [293,294] ; 12 [295] ; 13 [285] ; 14 [287,290] ;

15 [296] ; 16 [297—299] ; 17 [300] ; 18 [301] ; 19 [302] ; 20 [303] ; 21 [304-306].
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v' Acides aminés & Transmetteurs gazeux

Chez la ratte, la lapine et la brebis, le GABA (Gamma-amino butyric acid ou acide
y-aminobutyrique), synthétisé principalement & partir du glutamate, augmente
l'intervalle des pulses de GnRH. En revanche, I'aspartate et le glutamate stimulent
la libération de la GnRH et apparaissent comme des éléments clé de la régulation

du pic pré-ovulatoire de LH induit par I'cestradiol.

Le monoxyde d’azote qui dérive de la L-arginine est un gaz qui intervient dans la
régulation du pic pré-ovulatoire de GnRH. Dans I'éminence médiane, il jouerait un
réle de médiateur des effets de la noradrénaline, du glutamate et du GABA sur la
libération de la GnRH [264,307,308].

2.3.3.1.2. Réqulation périphérigue

v' Stéroides sexuels

L’cestradiol, la progestérone et la testostérone exercent un rétrocontrdle négatif
sur I'expression de la GnRH dans I'hypothalamus en réduisant la fréquence de
ses pulses, mais il a été noté qu’en fin de phase folliculaire, de méme que chez la
femelle castrée (ratte, brebis et macaque) ou la femme ménopausée, I'cestradiol
stimule fortement la sécrétion de la GnRH, ce qui induit la décharge pré-ovulatoire
de gonadotropines (Fig. 2.10). Chez la ratte et la femme, la progestérone seule
n’entraine jamais de décharge pré-ovulatoire mais peut I'avancer [259]. Par
ailleurs, la synthese des récepteurs de la progestérone est stimulée par les
cestrogenes ce qui confirme que ces deux stéroides agissent en synergie pour

stimuler la sécrétion de GnRH dans la phase précédant I'ovulation [309].
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Figure 2.10 : Effet des neuropeptides et des hormones impliqués dans la
régulation de I'apport alimentaire et dans I'axe de la fertilité sur les interactions
avec les neurones a GnRH en fonction du statut cestrogenique.

Adaptée de [277], d’'aprés : 1 [310]; 2 [311,312]; 3 [313-317]; 4 [318]; 5 [319-322];

6 [319,323]; 7 [324,325]; 8 [325,326]; 9 [327-331]; 10 [328-333]; 11 [334-336];
12 [337,338] ; 13 [168,339-341].

v' Peptides gonadiques

Les peptides gonadiques représentés par les activines, les inhibines et les
follistatines sont des facteurs non stéroidiens capables de moduler la sécrétion de
la FSH. Les inhibines et les activines sont des glycoprotéines de la famille des
TGF-B (Transforming Growth Factor-B), sécrétées par les gonades. Les
follistatines sont des protéines synthétisées notamment au niveau des cellules

gonadotropes mais aussi au niveau des cellules de I'antéhypophyse et par les


https://fr.wikipedia.org/wiki/Gonadotrope
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gonadotrope
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hypophyse
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cellules de la granulosa, et retrouvées dans le liquide folliculaire. Une boucle de
régulation GnRH-activine-follistatine-FSH pourrait représenter un mécanisme de
contrble difféerentiel LH et FSH. Les activines stimulent la synthése et la sécrétion
de la FSH par I'hypophyse [342—-344] alors que les follistatines [345—-347] et les
inhibines [344,346,348,349] I'inhibent.

2.3.3.2. Prolactine

La PRL est une hormone peptidique élaborée par les cellules lactotropes de
'antéhypophyse. Elle présente de nombreuses homologies structurales avec la
GH et I'hormone placentaire lactogene (PL). Elle se lie a ses récepteurs
membranaires situés notamment sur les cellules des glandes mammaires, les
gonades, l'utérus et le placenta. Elle intervient dans le développement mammaire,
'entretien de la sécrétion lactée, la régulation de [lactivité immunitaire,
'angiogenése et le comportement sexuel et parental. Son implication dans la
reproduction a été démontrée grace au modéle de souris femelles knock-out
PRL-/- qui sont infertiles [350—-353]. Au niveau central, la PRL a un effet inhibiteur
sur la sécrétion de GnRH sur des cultures de cellules GT1 (lignée cellulaire
neuronale hypothalamique de souris) et sur des explants hypothalamiques de rat.
Au niveau de l'ovaire, la PRL augmente dans le liquide folliculaire au cours de la
maturation folliculaire mais diminue juste avant l'ovulation (Fig. 2.11). Elle

interviendrait dans la formation et le maintien du CJ [354].

Comme pour la plupart des hormones hypophysaires, la PRL est libérée selon un
mode pulsatile et suivant un rythme circadien. Sa sécrétion est régulée par de
nombreuses substances endogenes (amines biogenes, neuropeptides et acides
aminés) qui modulent, au niveau hypothalamique, ['activitt des neurones
dopaminergiques et des neurones a PRF (Prolactin Regulating Factors) ou
agissant directement sur I’hypophyse. De méme que des facteurs périphériques,
essentiellement de la famille des hormones stéroides, agissent directement sur la
transcription du géne de la prolactine pour la stimuler (cestradiol) ou I'inhiber
(progestérone, glucocorticoides, vitamine D et hormones thyroidiennes) [355,356].
L’hypothalamus exerce un effet inhibiteur prédominant sur la sécrétion de PRL a

travers la dopamine et via d’autres PIF (Prolactin Inhibiting Factors) tels que le
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GABA, la somatostatine (SRIF) et le peptide associé au facteur de libération des
gonadotropines (GAP : peptide provenant de la partie carboxy-terminale du
précurseur de la GnRH). D’autres hormones hypothalamiques (les PRF) ont un
effet stimulant, c’est le cas de la TRH (Thyrotropin-releasing hormone), le VIP,
I'angiotensine Il, 'ocytocine, la sérotonine et les opiacés. Les niveaux de PRL sont
corréles a ceux de l'cestradiol et augmentent au moment du pic ovulatoire.
Enfin, le stress, [I'exercice physique et [I'hypoglycémie augmentent

considérablement les niveaux de PRL [354].
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Figure 2.11 : Concentration en progestérone, prolactine, cestradiol, LH et FSH
dans le plasma périphérique pendant le cycle cestral de la ratte.
Adaptée de [357].
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Les régulations (centrale et périphérique) de la sécrétion de la GnRH sont
résumées dans la figure 2.12.
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Figure 2.12 : Schéma récapitulatif des régulations centrale et périphérique de la

sécrétion de la GnRH (Schéma personnel).

2.3.3.3. Actions physiologiques de la leptine sur le systéme reproducteur

La leptine constitue un signal permissif nécessaire au SNC pour déclencher la
puberté et I'ovulation, a condition que les réserves énergétiques a long terme
soient suffisantes pour assurer une gestation et une lactation, trés codteuses en
énergie [6] (Fig. 2.13). Elle régule la sécrétion de la GnRH au niveau de
I'hypothalamus, module celle de la LH et de la FSH au niveau de I'hypophyse
antérieure [358-361] et agit directement sur les ovaires en contrélant I'ovulation
par un effet endocrine et paracrine [362,363]. La leptine posséde une action
centrale sur la fonction reproductive a une certaine concentration qui semble
corréler avec dautres signaux métaboliques (la disponibilité en glucose
notamment) pour réguler la sécrétion de la GnRH [364]. Des récepteurs a la
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leptine ont été décrits sur les cellules GT1-7 [365] et il a été montré que cette
hormone stimulerait la libération de la GnRH sur des fragments d’hypothalamus
médiobasal en culture. Cette stimulation se ferait via la sécrétion du NO,
puisqu’elle est bloquée par I'ajout d’inhibiteurs de la NOS (NO Synthase) au milieu
d’incubation [366,367]. La leptine agit dans I'hypothalamus ou elle inhibe le NPY
[28,57]. Elle stimulerait la sécrétion de la GnRH a travers l'isoforme longue de son
récepteur, soiten levant son inhibition par les neurones a NPY, ou par
'intermédiaire d'un circuit interneuronal : le peptide CART (Cocaine-and
amphetamine-regulated transcript : inhibiteur endogéne de la prise alimentaire) qui
augmente la fréquence des pulses de GnRH et dont la sécrétion est régulée par la
leptine [368]. Chez les rats impuberes, un sérum anti-CART prévient partiellement
la réduction des intervalles entre les pulses de GnRH mesurés au niveau de
I'hypothalamus, ce qui laisse penser que le CART est un médiateur de la leptine
sur les neurones a GnRH, principalement a I'approche de la puberté [369].
D’autres voies faisant intervenir des neurones a POMC et a CRH (Corticotropin
Releasing Hormone) ont également été citées, la leptine interviendrait dans la
reproduction en modulant la disponibilité de la protéine POMC au niveau du
cerveau [370]. CHEUNG et al. [81] ont démontré I'existence d’une forte corrélation
dans l'expression des Ob-R avec la synthese de la POMC, du NPY et des
neurones AgRP dans I'ARC chez le rat, et 'expression de TARNm de la POMC est
réduite de 50% chez les souris ob/ob, cette réduction est rétablie par
I'administration de la leptine [371]. Cependant, les souris NPY -/- ob/ob sont moins
séverement affectées de troubles de la reproduction que les souris ob/ob [372].
De méme que les souris déficientes en NPY et en récepteurs MC3 et MC4
(isoformes prédominantes des récepteurs de la MSH) ne présentent pas
d’altérations majeures de la fertilité ou de la reproduction [372-374], ce qui laisse

penser que la leptine n’emprunte pas cette voie pour agir sur la reproduction [61].

La mise en évidence du récepteur de la leptine au niveau de [lovaire
[363,375—-378] et du testicule [64,379] a permis de confirmer une action directe de

la leptine sur les gonades.
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Figure 2.13 : Interactions de la leptine avec I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique.

(1) : La leptine stimule les neurones POMC / CART et Glutamate, et inhibe les neurones AgRP / NPY et GABA pour
moduler la reproduction centralement. Au niveau ovarien, elle peut avoir des effets différents selon les états
métaboliques. Adaptée de [380]. (2) : Adaptée de [381]. (3) : La leptine active les neurones du VMH en augmentant
la commande glutamatergic excitatrice des neurones POMC ou par augmentation de la signalisation BDNF
(Brain-Derived Neurotrophic Factor) dans le VMH. Adaptée de [382].
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CHAPITRE 3

MATERIEL & METHODES

3.1. Matériel

3.1.1. Matériel biologigue : Animaux

L’expérimentation est réalisée sur 42 rats femelles de race Wistar: Rattus
norvegicus (souche de rats albinos) provenant de I'animalerie de la Faculté des
Sciences biologiques (FSB) de I'USTHB.

3.1.2. Matériel non biologigue

Les réactifs, les colorants, les produits chimiques et les appareillages utilisés pour
'accomplissement de cette thése ont été fournis par le Laboratoire
d’Endocrinologie (Laboratoire de Biologie et de Physiologie des Organismes,
LBPO, USTHB), le Laboratoire d’Histologie du Centre Hospitalo-Universitaire
(CHU) Nafissa HAMMOUD (Ex. Parnet, Hussein Dey, Alger) et le Centre
Nucléaire de Draria (CNDR).

3.2. Méthodes

3.2.1. Constitution des lots

Les expériences sont réalisées sur des animaux répartis en deux lots : un lot
d’animaux agés de 30 jours et un lot d’animaux agés de 60 jours. Chaque lot
comprend un groupe témoin (T) et un groupe expérimental (E). La femelle témoin
et la femelle expérimentale correspondante ont un poids corporel initial peu
différent : 55.58 + 4.17 vs 55.42 + 4.64 g (pour les femelles de 30 jours témoins
et expérimentales respectivement) et 150.89 + 2.83 vs 150.50 £ 4.22 g (pour les

femelles de 60 jours témoins et expérimentales respectivement).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Rattus_norvegicus&prev=/search%3Fq%3Drat%2Bwistar%26hl%3Dfr%26client%3Dfirefox-a%26hs%3D0gp%26rls%3Dorg.mozilla:fr:official%26prmd%3Di&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhh4toKAJ-eFWljjRxLALKs-e4iiuA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Rattus_norvegicus&prev=/search%3Fq%3Drat%2Bwistar%26hl%3Dfr%26client%3Dfirefox-a%26hs%3D0gp%26rls%3Dorg.mozilla:fr:official%26prmd%3Di&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhh4toKAJ-eFWljjRxLALKs-e4iiuA
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La répartition des animaux par expérimentation est précisée dans le tableau 3.1.

Tableau 3.1 : Nombre d’animaux par expérimentation.

Age 30 Jours 60 Jours
Groupe T E T E
Etude pondérale n=12 n=12 n=9 n=8
Frottis vaginaux - - n=10 n=10
LH n=7 n=7 n=6 n=7
Dosages FSH n=6 n=6 n=5 n=5
hormonaux CEstradiol - - n=8 n=8
Progestérone n=7 n=8 n=9 n=7
Etude histologique n=10 n=10 n=10 n=10

3.2.2. Expérimentation

Les femelles sont isolées de leur mere et des males dans des cages individuelles
dés le sevrage. Afin d’assurer leur adaptation a leur nouvel environnement, les
animaux sont acheminés depuis l'animalerie de la FSB au Laboratoire
d’Endocrinologie deux jours avant le début de [I'expérimentation. lls sont
maintenus a température et hygrométrie ambiante. Le laboratoire ayant une

facade entierement vitrée, les animaux sont soumis a la luminosité extérieure.

L'aliment pour « Rats & Souris » se présente sous forme granulée et est composé
de: mais, son, tourteau de soja, calcaire et CMV (Complément Minéralo-
Vitaminique). Il est distribué a raison de 30 g / jour. 200 mL d’eau de boisson
additionnée de 0.5 mL de vitamines est distribuée quotidiennement. Une
déficience en vitamines anti-oxydantes est susceptible d’affecter le métabolisme

de la leptine et contribuer au syndrome métabolique lié au surpoids [383].

La pesée des animaux et la quantité d’aliment consommée sont mesurées
quotidiennement pendant une période d’essai de 5 jours. Une fiche hebdomadaire

est remplie quotidiennement a cet effet.
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3.2.2.1. Préparation de la solution de leptine

Avant d’étre utilisée, la leptine (Leptin rat, Lyophilised powder, Sigma-Aldrich®,
USA) est diluée a raison de 1 mg dans 100 mL d’'NaCl & 9%. (soit 10 pug / mL).

3.2.2.2. Dose de leptine a injecter & Rythme des injections

La leptine est injectée par voie intra-péritonéale a raison de : 8 pg / 100 g de poids
corporel. Le méme volume de la solution NaCl est injecté aux femelles témoins.
Le lieu d’injection est le cadran inférieur gauche. Les animaux recoivent une

injection quotidienne vers 9h00 pendant 5 jours.

3.2.2.3. Sacrifice & Prélevements

Les animaux sont sacrifiés 24 heures aprés la derniere injection par décapitation.
Une fiche est établie et remplie le jour du sacrifice. Le sang est recueilli dans un
tube sec additionné I’EDTA a 2%, puis centrifugé. Le plasma aliquoté est réparti a
I'aide d’une micropipette dans des tubes eppendorf a raison de 150 L par tube,
puis immeédiatement congelé a - 20 °C pour des dosages plasmatiques ultérieurs.
Les ovaires sont prélevés et pesés. Les ovaires droits sont fixés dans du
formaldéhyde a 10% pour une étude histologique tandis que les ovaires gauches

sont congelés a - 20 °C pour une étude immuno-histologique.

3.2.3. Frottis vaginaux

Afin de déterminer le stade du cycle cestral au moment du sacrifice, un frottis
vaginal est réalisé sur les femelles agées de 60 jours juste avant le sacrifice.
Aprés contention de l'animal, quelques gouttes d’eau physiologique sont
déposées délicatement dans le vagin a l'aide d’'un compte-goutte a extrémité
effilée puis aspirées aussitot. Le liquide récupéré est déposé sur une lame.
Les observations sont réalisées soit directement au microscope photonique, soit

apres coloration au May-Grinwald Giemsa (MGG).
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3.2.3.1. Principe de la coloration au MGG

Cette coloration repose sur l'action complémentaire de deux colorants neutres
et sur I'affinité des éléments cellulaires pour des colorants acides ou basiques :

e Le May-Grinwald est composé d’un colorant acide (éosine) et d’'un colorant
basique (bleu de méthylene). Il fixe le frottis par son méthanol et colore les
éléments acidophiles et les granulations différenciées, spécifiques des
leucocytes.

e Le Giemsa est constitué lui aussi d’éosine et d’'un autre colorant basique
métachromatique : 'azur de méthyléne. Il surcolore les noyaux et colore les

granulations azurophiles (Appendice B).

3.2.3.2. Technigue de coloration

- Placer la lame sur un support horizontal.

- Déposer le May-Grunwald pour fixer le frottis.

- Laisser agir 20 minutes.

- Verser le Giemsa dilué au 1/5™¢ et laisser agir pendant 45 minutes.

- Rincer la lame a I'eau courante pendant 30 secondes.

- Laisser sécher la lame en position inclinée a I'air ambiant ou a l'intérieur d’une

étuve.

3.2.3.3. Observation

Les lames colorées sont observées au microscope photonique a I'objectif 40.

3.2.4. Histologie

L’étude histologique a été réalisée au niveau du Laboratoire d’Endocrinologie
(LBPO, USTHB) et du Laboratoire d’Histologie du CHU Nafissa HAMMOUD
(Ex. Parnet), et avait pour objectif d’'observer sur les coupes histologiques I'effet
de la leptine sur la croissance et le développement des follicules ovariens, la

constitution des corps jaunes et le processus ovulatoire.
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3.2.4.1. Fixation

La fixation est effectuée juste apres le prélevement [384], immédiatement apres la
pesée de 'ovaire, par immersion dans du formaldéhyde a 10%. Ce dernier a pour
particularité de pénétrer rapidement et de fixer lentement, contrairement au Bouin

(mélange de formol et d’acide picrique) qui pénétre lentement et fixe rapidement.

3.2.4.2. Déshydratation & Eclaircissement

L’inclusion a la paraffine permet la réalisation de coupes fines et réguliéres.
Comme la paraffine est hydrophobe, le prélevement doit d’abord subir une
déshydratation qui a pour but d’éliminer le fixateur ainsi que I'eau contenus dans
le tissu, par passages successifs dans des solutions I'éthanol de degrés
croissants. L’alcool est ensuite éliminé a 'aide d’'un solvant miscible a la paraffine :
le xyléne ou le toluene (hydrocarbures). Au fur et & mesure de leur infiltration par

le solvant les tissus s’éclaircissent : c’est I'éclaircissement ou la clarification.

Deux méthodes de déshydratation ont été utilisées :

v Protocole du Laboratoire d'Histologie du CHU Nafissa HAMMOUD
(Ex. Parnet) : La piece fixée dans le formol est placée dans une cassette
préalablement identifi€e qui est mise dans un bac de ringage en laissant I'eau
du robinet s’écouler pendant 1 heure de temps environ, puis la déshydratation
est réalisée a I'aide d’'un automate avec des bains successifs d’éthanol a 100°,

de xylene et de paraffine.

v' Protocole classique (sur tube)
- Laver I'échantillon préalablement conservé dans le formol 3 fois a I'eau
courante puis le placer dans un flacon propre.
- Ajouter de I'éthanol a 70°.
- Effectuer 3 bains de 15 minutes chacun.
- Changer de flacon et ajouter de I'éthanol a 90°.
- Effectuer 3 bains de 15 minutes chacun.
- Changer de flacon et ajouter de I'éthanol a 100°.
- Effectuer 4 bains de 15 minutes chacun.
- Changer de flacon et ajouter du toluéne.

- Effectuer 4 bains de 15 minutes chacun.
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3.2.4.3. Inclusion

by

L'inclusion consiste a infiltrer et a enrober les tissus a examiner avec de la

paraffine. Deux méthodes d’inclusion ont été utilisées :

v' Protocole du Laboratoire d’Histologie du CHU Nafissa HAMMOUD
(Ex. Parnet) : La piéce placée dans une cassette est plongée dans de la paraffine
fondue (portée a : 56 a 60 °C). La chaleur provoque I'évaporation du solvant et les
espaces ainsi libérés sont remplis par la paraffine. La piece est ensuite placée
dans un petit moule (contenant de la paraffine fondue), qui sera placé sur une
plaque réfrigérée, ce qui provoque son durcissement. Aprés démoulage, on

obtient un bloc de paraffine contenant la piéce incluse.

v" Protocole classique : l'inclusion est réalisée comme suit :

- Les piéces sont placées dans un flacon propre.

- De la paraffine préalablement liquéfiée (a 60 °C) est ajoutée.

- Les échantillons sont placés dans une étuve pendant 24 heures.

- Dans un autre flacon, un 2™ pain de paraffine de 24 heures est réalisé.

- Un 3%™e bain de paraffine pendant 24 heures est nécessaire.

- L’inclusion est faite a I'aide de barres de Leuckart aprés le dernier bain.

- Une étiquette confectionnée avec du papier Bristol avec [lidentité de
I'échantillon 'accompagne tout au long de ces étapes.

- La préparation des cassettes est réalisée de la méme facon que pour la

premiere méthode.

3.2.4.4. Préparation des coupes

La gonade est généralement coupée suivant un plan sagittal. Les coupes sériées
sont réalisées a l'aide d’'un microtome de marque Leica®. Les rubans obtenus
(de 2 um d’épaisseur) sont placés directement dans un bain-marie ou la
température est réglée a 37 °C avant d’étre récupérés sur des lames en verre
numeérotées. Ces dernieres sont ensuite placées dans une étuve réglée a 60 °C
(Protocole du Laboratoire d’Histologie du CHU Nafissa HAMMOUD, Ex. Parnet).
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3.2.4.5. Coloration

Les colorants étant en solution aqueuse, les coupes doivent étre réhydratées.

La réhydratation est effectuée apres déparaffinage des coupes par passage dans

du xyléne pendant 30 minutes. Les lames sont ensuite séchées a I'étuve.

Deux colorations topographiques ont été utilisées :

v' Coloration a 'Hémalun Eosine (H&E) : Cette coloration histologique permet

de visualiser la morphologie des cellules en associant une coloration
nucléaire par 'hématoxyline (contenant de I'hématéine et un mordant) a
une coloration du cytoplasme et du collagéne par I'éosine. Cette derniére
colore les cytoplasmes en rose et les fibres dans une gamme de roses plus

ou moins vifs selon I'acidophilie des différents éléments (Appendice C).

Coloration au Trichrome de Masson : Cette coloration topographique
trichromique, permet une coloration nucléaire noiratre (hématoxyline), une
coloration cytoplasmique rouge-clair ou rose par un mélange de colorants
acides (fuchsine-ponceau) et une coloration verte élective des fibres de

collagene (vert lumiére) (Appendice D).

Les premiéres étapes de ces deux colorations sont communes :

Les lames préalablement déparaffinées et séchées sont placées dans de

I'alcool absolu pendant 10 minutes.

Elles sont ensuite rincées a I'eau courante pendant 1 minute puis colorées

a ’'hématoxyline pendant 15 secondes.

Elles sont ensuite rincées a I'eau courante pendant 5 minutes puis, soit :

- placées dans I'éosine pendant 30 secondes et rincées a I'eau courante
pour la coloration H&E ;

- placées dans de la fuchsine acide pendant 30 secondes, rincées puis
plongées dans une solution d’acide phosphomolybdique pendant 15
minutes, puis dans le vert lumiére pendant 3 minutes et enfin rincées

pour la coloration au Trichrome de Masson.
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3.2.4.6. Montage

Apres avoir subi une déshydratation, les coupes colorées sont montées entre
lame et lamelle avec I'Eukitt®, résine synthétique dont lindice de réfraction est

voisin de celui du verre. La lame est préte a étre observée au microscope

photonique.

3.2.4.7. Observation microscopique

Les coupes histologiques ont été observées a l'aide d’un microscope photonique
de marque Optika®. La prise de photographies a été réalisée a l'aide d’'une
caméra Hirocam®. Les images ainsi obtenues ont été directement enregistrées sur
un ordinateur via le logiciel TSView® puis analysées, ce qui a permis de retenir
plus aisément les lames d’intérét. Au total, 3 985 images histologiques ont été
retenues et analysées dont 1 553 pour les ovaires de 30 jours et 2 432 pour ceux

de 60 jours.

v" Classification des stades folliculaires

Dans notre étude, nous nous sommes basées sur la classification de PEDERSEN
et PETERS chez la souris qui spécifie 10 stades folliculaires [385]. Par souci de
simplification, nous avons regroupé certains stades folliculaires (Fig. 3.1
& Tableau 3.2).

" N

Croissance des follicules pré-antraux Croissance des follicules antraux
Non-gonadotropinesdépendante Gonadotropines-dépendanle

2 ’ : Antral
Primordial Primaire Secondaire

PALILY " o R %

S A® ?

ot - O = ﬁ - L ) -
o oy \E £

Cellules
germinales
Stade folliculaire 2 | 4 5 6.7 8
[385]

Figure 3.1 : Différents stades du développement folliculaire.
Adaptée de [188].
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Tableau 3.2 : Classification de PEDERSEN et PETERS des différents stades

folliculaires et classification retenue dans cette thése.

Classification de PEDERSEN et PETERS [385]

Classification

Type Description retenue
1 Ovocyte de taille réduite dépourvu de cellules folliculaires a sa
surface
5 Ovocyte de taille réduite, entouré de quelques cellules Follicule
folliculaires qui ne forment pas un anneau complet primordial
3a Ovocyte de taille réduite ou moyenne entouré d’un anneau
complet de cellules folliculaires (< 20 cellules folliculaires*) .
Follicule
. - rimair
Ovocyte de taille moyenne entouré d’'un anneau complet de primaire
3b . : R : :
cellules folliculaires (21 a 61 cellules folliculaires*)
Ovocyte de taille moyenne entouré de deux couches de cellules
4 . . R L
folliculaires (61 a 100 cellules folliculaires*)
g, | Ovocyte de taille moyenne ou grande entouré de 3 couches de Follicule
cellules folliculaires (101 a 200 cellules folliculaires*) secondaire
5h Ovocyte de grande taille entouré de plus de 3 couches de
cellules folliculaires (201 a 400 cellules folliculaires®)
Ovocyte de grande taille entouré de plusieurs couches de Follicule
6 cellules folliculaires (401 a 600 cellules folliculaires*) creusées tertiaire
de plusieurs petites cavités antrales
7 Ovocyte de grande taille creusé d’une cavité antrale unique
(> 600 cellules folliculaires*). Le cumulus oophorus est formé
Follicule
Ovocyte de grande taille creusé d’une cavité antrale unique pré-ovulatoire
8 (> 600 cellules folliculaires*). Le cumulus oophorus et le

pédicule qui le soutient sont bien formés

*: Nombre de cellules folliculaires sur la coupe la plus large.
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v Critéres de classification des follicules en follicules atrétiques

Les criteres morphologiques retenus pour la classification d’'un follicule en follicule
atrétique sont [386—391] :

- le nombre de cellules folliculaires & noyaux pycnotiques : un follicule est
considéré comme atrétique s’il présente sur sa plus grande section de
coupe, en présence de l'ovocyte et de son noyau plus de deux cellules
folliculaires a noyau pycnotiques ;

- limportance du décollement de la granulosa par rapport a la théque
interne ;

- la présence d’altérations ou la fragmentation de la membrane basale ;

- au niveau de la theque interne : la présence d’un tissu conjonctif riche en
fibres de collagene, plutét que des cellules thécales ;

- laréduction de la vascularisation thécale ;

- le degré d’isolement de I'ovocyte et du cumulus par rapport a la granulosa ;

- la dégénérescence de I'ovocyte ou des structures qui lui sont liées : nous
avons considéré : I'état nucléaire, 'homogénéité du cytoplasme, la forme

et 'union des cellules de la corona radiata et la lutéinisation des cellules.

v Détermination des stades du cycle cestral

Comme il est difficile de déterminer le stade cestral sur la base de I'apparition des
follicules ovariens chez une espéce comme le rat, qui a un cycle cestral court
(puisque les follicules a différents stades de développement sont généralement
présents dans les ovaires a toutes les phases du cycle), nous nous sommes
basées sur la formation, la progression et la régression des CJ qui sont plus ou
moins synchronisés et peuvent étre utilisés comme outil pour la détermination de

la phase du cycle cestral [392,393] parallelement au frottis vaginal.

3.2.5. Dosages hormonaux

Les dosages ont été réalisés au niveau du Laboratoire d’Endocrinologie (LBPO,
FSB, USTHB) et du CNDR.

Les hormones LH, FSH et progestérone ont été évaluées a laide de Kits

Immunotech® (France), le 17 B-cestradiol par les kits CisBio Saclay® (France).
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Le matériel nécessaire au dosage non fourni avec les trousses, et le matériel

et les réactifs fournis avec les trousses sont présentés dans les Appendices E et F.

3.2.5.1. Principe

Le dosage radioimmunomeétrique (IRMA) de la LH et de la FSH est un dosage de
type sandwich. Les trousses (LH IRMA KIT et FSH IRMA KIT) utilisent des
anticorps monoclonaux de souris dirigés contre deux épitopes difféerents de la
molécule et réagissant sans compétition. Dans des tubes recouverts d’'un premier
anticorps monoclonal, les échantillons ou les calibrateurs sont incubés en
présence d'un second anticorps monoclonal marqué a liode 125. Aprés
incubation, le contenu des tubes est aspiré, les tubes sont rincés afin d’éliminer
les anticorps marqués non fixés et la radioactivité liée est mesurée. Les valeurs
inconnues sont déterminées par interpolation a l'aide de la courbe standard. La
quantité de radioactivité est directement proportionnelle a la concentration de
I'hormone recherchée et mesurée a l'aide d’'un compteur gamma (Wallac Wizard
1470°).

Le principe du dosage radioimmunologique (RIA) du 17 B-cestradiol (Trousse
ESTR-US-CT) repose sur une méthode en deux étapes sur phase solide :

- Dans la premiére étape, les calibrateurs et les échantillons de sérums sont
ajoutés dans les tubes contenant un anticorps anti-cestradiol de haute
affinité. Aprés incubation, la quantité d’cestradiol est fixée au fond du tube.
Cette quantité d’hormone est proportionnelle a la concentration d’cestradiol
présente dans I’échantillon.

- Dans la deuxiéeme étape, on ajoute dans le tube une solution contenant du
125 Il-cestradiol pour saturer les sites d’anticorps restés libres. Apres
incubation, la quantité de traceur non lié est ensuite éliminée. La quantité
d’cestradiol marquée, liée a I'anticorps est inversement proportionnelle a la

quantité d’cestradiol non marquée présente dans I'essai.

Le dosage radioimmunologique de la progestérone est un dosage par compétition
(Trousse RIA PROGESTERONE). Les échantillons a doser ou les calibrateurs
sont incubés dans des tubes recouverts d’anticorps avec un traceur progestérone

marqué a liode 125. Aprés incubation, le contenu du tube est aspiré, puis la
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radioactivité est mesurée. Une courbe d’étalonnage est établie. Les valeurs

inconnues sont déterminées par interpolation a 'aide de cette courbe.

3.25.2.LH et FSH
3.2.5.2.1. Procédure

v Préparation des réactifs : Equilibrer les réactifs a température ambiante.

v' Préparation des calibrateurs et du sérum de contréle : Reprendre par le
volume d’eau distillée indiqué sur les étiquettes des flacons. Attendre
30 minutes apres reconstitution et agiter doucement en évitant la formation
de mousse avant de répartir dans les tubes.

v' Préparation de la solution de lavage (Distribution) : Verser le contenu du
flacon dans 950 mL d’eau distillée puis homogénéiser.

v Procédure : Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire avant

utilisation (Tableau 3.3).

Tableau 3.3 : Différentes étapes du dosage radioimmunométrique de la LH et de
la FSH.

Etape 1 Etape 2 Etape 3
Répartition * Incubation Comptage
Dans les tubes recouverts Incuber 90 minutes a Aspirer soigneusement le
d’anticorps, distribuer 18 & 25 °C avec contenu de chaque tube (sauf
successivement : agitation (> 350 rpm) les 2 tubes « cpm totaux »)
100 pL de calibrateur, de

Laver 2 fois avec 2 mL de

contréle ou d’échantillon ou .
solution de lavage

et 50 uL de tracer '
(Hormone marquée a I'lode | durantlanuit (18 h) | Compter les cpm liés (B) et les

125) a18a25°Csans cpm totaux (T) pendant

agitation 1 minute
Agiter au vortex

*: Ajouter 50 pL de tracer dans 2 tubes secs supplémentaires pour obtenir les cpm

totaux. cpm : coup par minute, rpm : rotation par minute.

3.2.5.2.2. Courbes standard

Les résultats sont déduits de la courbe standard par interpolation. La courbe sert a

déterminer les taux de LH / FSH de tous les échantillons mesurés en méme temps
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que les calibrateurs (Tableau 3.4 et Fig 3.2 & 3.3). Les résultats sont calculés en
employant un mode de tracé log-log (mode « spline ») avec en ordonnée la
radioactivitt mesurée (cpm ca. - CPM calo) €t en abscisse les concentrations en
LH / FSH des calibrateurs (UI/L).

Tableau 3.4 : Concentrations (en UI/L) des calibrateurs utilisés pour les courbes
standard de la LH et de la FSH.

Calibrateurs LH IRMA FSH IRMA
Standard O 0 0
Standard 1 0.45 0.54
Standard 2 2.40 2.67
Standard 3 15.3 16
Standard 4 64 64
Standard 5 180 180

C1:9.30-13.9
Sérum de Controle 6.64-11.2
C2:33.6-50.4
MODE: COUNT . STD, CRVE 96 LH IRMA 07 16-12-15
DIS Lt 1|41|l o Y llllll 1 [ B 4l | )_IE.‘|E
B cong ¢ LIN/LOG
04 scalg
4 \x
03 resp : B/B
scale
0.2 - FITING ALGORITH
SPLINE SMOOTHED
01 - canc : L0G
resp: B/80
00 A | TERATIONS =
0.0

Figure 3.2 : Courbe standard de la LH.
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0.9 1% A 5. 29. 5. 160,

Figure 3.3 : Courbe standard de la FSH.

3.2.5.2.3. Performances du dosage

La sensibilité est définie comme étant la plus petite concentration significative

différente de zéro pour une probabilité de 95%.

L'utilisation de 2 anticorps dirigés contre 2 épitopes différents améliore la
reconnaissance specifique. L'anticorps utilisé dans le dosage est hautement
spécifique. Des réactivités croisées extrémement basses ont été obtenues vis-a-

vis de nombreuses molécules apparentées.

Les performances du dosage pour la LH et la FSH sont résumées dans le
tableau 3.5.



Tableau 3.5 : Performances des dosages de la LH et de la FSH.
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Performances LH IRMA FSH IRMA
Analytique 0.16 UI/L 0.2 Ul/L
Sensibilité
Fonctionnelle 0.48 UI/L 0.5 UI/L
Anticorps utilisé hautement Anticorps utilisé hautement
Spécificité L e g
spécifique spécifique
] Coefficients de variation Coefficients de variation
Intra-essai
<7.33% <2.6%
Précision
] Coefficients de variation Coefficients de variation
Inter-essai
<8.42% <6.3%
Pourcentages de Pourcentages de
Epreuve de
o recouvrement entre 80.7% recouvrement entre 81.6%
dilutions
et 102% et117%
Exactitude
Pourcentages de Pourcentages de
Epreuve de
recouvrement entre 103% recouvrement entre 90.75%
surcharge
et 119% et 103%

3.2.5.3. 17 B-cestradiol

3.2.5.3.1. Procédure

e Dilution de la solution de lavage : Diluer au 1/333 la solution de lavage
concentrée avec de l'eau distillée (1.5 mL dans 498.5 mL d’eau distillée
pour obtenir un volume final de 500 mL). Reboucher le flacon et mélanger.

e Tous les réactifs doivent étre amenés a température ambiante (18 a 25 °C)
au moins 30 minutes avant leur utilisation. La distribution des réactifs dans
les tubes revétus s’effectue également a température ambiante. Le dosage
nécessite les groupes de tubes suivants :

- Groupe T pour la détermination de l'activité totale.
- Groupes Calibrateurs pour I'établissement de la courbe d’étalonnage.

- Groupes Sx pour les échantillons a doser.

Les étapes du protocole sont indiquées dans le tableau 3.6.
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Tableau 3.6 : Différentes étapes du dosage radioimmunologique de I'cestradiol.

Distribuer 200 uL
de calibrateurs
et d’échantillons
dans les tubes
revétus
correspondants

Ajouter 250 uL de

tampon dans tous

les tubes, sauf les
tubes T

Agiter au vortex

Incuber 1 heure
a 37 °C apres
avoir couvert les
tubes avec du
parafilm

Ajouter 100 L
de 125 I-
cestradiol dans
tous les tubes, y
compris les
tubes T

Remettre le
traceur restant
au réfrigérateur

Agiter au vortex

Incuber 1 heure
a 37 °C apres
avoir couvert les
tubes avec du
parafilm

Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4 Etape 5
Répartition 1 Incubation 1 Répartition 2 Incubation 2 Comptage
Eliminer la
solution par

retournement puis
en tapotant les
tubes retournés
sur du papier
absorbant et les
laisser 5 minutes
au moins
retournés sur le
papier (sauf les
tubes T)

Mesurer la
radioactivité liée
aux tubes revétus
(2 minutes
minimum)

3.2.5.3.2. Courbe standard

Pour chaque groupe de tubes, faire la moyenne des comptages. Calculer les

B/Bo. Construire la courbe d’étalonnage en semi-log en exprimant les B/Bo des

calibrateurs (Tableau 3.7) en fonction de leur concentration. Lire les valeurs des

échantillons a partir de la courbe d’étalonnage en corrigeant s’il y a lieu par le

facteur de dilution (Fig 3.4). La conversion en pg/mL peut étre calculée en utilisant

la formule suivante : cestradiol (pg/mL) = cestradiol (pmol/L) x 0.2724.

Le modele mathématique de lissage préconisé est le « spline forcé ». Les autres

modeles de lissage peuvent donner des résultats Iégerement différents.
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Tableau 3.7 : Concentrations (en pmol/L) des calibrateurs utilisés pour la courbe

standard de I'cestradiol.

Calibrateurs ESTR-US-CT
Standard 0 0
Standard 1 8.5
Standard 2 29.0
Standard 3 95
Standard 4 500
Standard 5 2 000
MODE . COUNT . STD. CRVE ESTR-US 02 17-1-21
Iz ,J 11 Ligand | 51 Laguald | ]t(i»iIXJIE
conc: LN/LOG
10— scale:
0.8 - o Y-AX
: - resp: B/BI
0B - scale:
04 - [ FITING ALGORITHM
L SPLNE SMOOTHED
07 - [ cone L_::'__
00 | e | resp : 6/60
00 0. 50. 100, GO0, oo,  \TERATONS =

Figure 3.4 : Courbe standard du 17 B-cestradiol.

3.2.5.3.3. Performances du dosage

Les performances du dosage pour l'cestradiol sont résumées avec ceux de la

progestéerone dans le tableau 3.10.

3.2.5.4. Progestérone

3.2.5.4.1. Procédure

Equilibrer les réactifs a température du laboratoire avant utilisation puis suivre les

étapes comme indiqué dans le tableau 3.8.
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Tableau 3.8: Différentes étapes du dosage radioimmunologique de la
progestérone.

Etape 1 Etape 2 Etape 3

Répartition Incubation Comptage

Dans les tubes recouverts
d’anticorps, distribuer
successivement :

50 pL de calibrateur, de contréle
ou d’échantillon et 500 yL de
tracer *

Agiter au vortex

Incuber 1 heure a

(350 rpm)

18 & 25 °C avec agitation

Aspirer soigneusement le
contenu de chaque tube (sauf
les 2 tubes « cpm totaux »)

Compter les cpm liés (B) et les
cpm totaux (T) pendant
1 minute

* . Ajouter 500 pL de tracer dans 2 tubes supplémentaires pour obtenir les cpm totaux. cpm : coup

par minute, rpm : rotation par minute.

3.2.5.4.2. Courbe standard

Les résultats sont déduits de la courbe standard par interpolation. La courbe sert a

déterminer les taux de progestérone de tous les échantillons mesurés en méme

temps que les calibrateurs (Tableau 3.9 et Fig. 3.5). Les résultats sont calculés en

employant un mode de tracé semi-logarithmique pour la gamme standard (mode

« spline ») avec en ordonnée le rapport B/T (%) ou B/Bo (%) et en abscisse les

concentrations en progestérone des calibrateurs (ng/mL).

Tableau 3.9 : Concentrations (en ng/mL) des calibrateurs utilisés pour la courbe

standard de la progestérone.

Calibrateurs RIA PROGESTERONE

Standard 0 0

Standard 1 0.1
Standard 2 0.5
Standard 3 2.0
Standard 4 13
Standard 5 55

Sérum de Controle C:0.670[0.85-1.41] / C :2.265
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Figure 3.5 : Courbe standard de la progestérone.

3.2.5.4.3. Performances du dosage
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Les performances du dosage pour progestérone sont résumées dans le

tableau 3.10.



Tableau 3.10 : Performances des dosages de I'cestradiol et de la progestérone.

Performances ESTR-US-CT RIA PROGESTERONE
Sensibilité 5 pmol/L 0.03 ng/mL (0.10 nmol/L)
Spécificité 100% Anticorps utilisé hautement

spécifique
Intra-essai Coefficients de variation Coefficients de variation
Précision <18.1% <8.15%
Inter-essai Coefficients de variation Coefficients de variation
<17.6% < 8.66%
Epreuve de Les pourcentages de
dilutions - recouvrement s’échelonnent
_ entre 81.6% et 120%
Exactitude
Epreuve de Les pourcentages de Les pourcentages de
surcharge recouvrement s’échelonnent recouvrement s’échelonnent
9 entre 88% et 117% entre 80% et 106%

Le schéma récapitulatif

figure 3.6.

du protocole expérimental suivi est résumé dans la
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Figure 3.6 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.

l Fixation des ovaires
RS Oveve 0

' w (Formaldéhyde a 10 %)

-~




91

3.2.6. Analyse statistigue

Les moyennes obtenues pour chaque expérimentation sont exprimées sous forme

de : Moyenne arithmétique £ ESM (ou SEM : Standard Error of the Mean).

L’analyse statistique est réalisée a l'aide du test de Student. Le niveau de

significativité est de : p < 0.05.

- Sip>0.05: Ladifférence est non significative (NS) ;
- Sip<0.05: Ladifférence est peu significative (*) ;
- Sip<0.01: Ladifférence est significative (**) ;

- Sip<0.001: La différence est tres significative (***).
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CHAPITRE 4

RESULTATS

4.1. Etude pondérale

4.1.1. Poids corporel

Chez les femelles agées de 30 jours, les courbes d’évolution du poids corporel
(PC) et de la consommation d’aliment sont superposables entre les femelles
témoins et les femelles traitées par la leptine. Chez les animaux de 60 jours, une
diminution significative du poids corporel (150.50 + 4.02 vs 157.78 + 3.51 g,
p < 0.05%) ainsi qu’une diminution trés significative de la quantité d’aliment ingéré
(14.75 £ 0.31vs 16.33 £ 1.22 g, p < 0.01**) sont observées a J5 chez les femelles

traitées par rapport aux témoins (Tableau 4.1 & Fig. 4.1).

Tableau 4.1 : Evolution de la quantité d’aliment consommé et du poids corporel &
30 et 60 jours d’age.

(Valeurs en grammes exprimées en Moyenne + ESM, Signification : a (0.05),
> 0.05 NS, <0.01**, < 0.05%).

Variables 30/T 30/E 60/T 60/ E
(n=12) (n=12) P (n=9) (n=8) P
Aiment | 91| 863%047 | 863063 16.11+0.74 | 15.88+0.70
. 0.705 NS 0.005**
consomme
J5 | 10.75+0.70 | 10.25+0.48 16.33+1.22 | 1475+0.31
y J1| 55.58+4.17 | 55.42+4.64 150.89 +2.83 | 150.50 + 4.22
cgrOIorseI 0.969 NS 0.024*
P J5 | 69.83+4.53 | 70.42+4.75 157.78 +3.51 | 150.50 + 4.02

Les valeurs individuelles du poids corporel et de la consommation d’aliment des
femelles témoins et des femelles traitées par la leptine des deux lots pendant la

période d’essai sont détaillées dans les Appendices G et G'.
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Figure 4.1 : Evolution du poids corporel (a gauche) et de la quantité d’aliment

consommé (a droite) chez les femelles témoins et les femelles traitées avec la

leptine a 30 et a 60 jours d’age.




4.1.2. Poids ovarien
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Les poids moyens absolus et relatifs des ovaires droits (D) et gauches (G) sont

plus importants chez les animaux traités par la leptine comparés aux témoins

et ce, aussi bien chez les individus de 30 jours que ceux de 60 jours. Cette

augmentation n’est pas significative (Tableau 4.2 & Fig. 4.2).

Tableau 4.2 : Poids moyens absolus et relatifs des ovaires chez les femelles

témoins et les femelles traitées avec la leptine a 30 et 60 jours d’age.

(Valeurs exprimées en g + ESM, NS : Non significatif).

0.1409 + 0.0267

0.1334 £ 0.0178

0.2743 £ 0.0439

Ovaires D p Ovaires G p Ovaires D + G p
o 3 0.0336 + 0.0032 0.0345 + 0.0028 0.0680 + 0.0057
.'g 2 0.510 NS 0.736 NS 0.596 NS
0 ag 0.0373 + 0.0045 0.0361 + 0.0039 0.0733 + 0.0081
g
Q o = 0.0533 + 0.0032 0.0554 + 0.0028 0.1087 + 0.0051
% B 0.296 NS 0.530 NS 0.322 NS
a2 0.0593 + 0.0046 0.0578 + 0.0027 0.1172 + 0.0066
0 3 0.1820 £ 0.0225 0.1903 = 0.0225 0.3723 £ 0.0417
% 2 0.762 NS 0.851 NS 0.925 NS
® o g 0.1958 + 0.0384 0.1838 + 0.0255 0.3796 + 0.0633
3
3 ” = 0.1243 + 0.0136 0.1313 +0.0151 0.2556 + 0.0262
o3 0.590 NS 0.929 NS 0.720 NS
g9

Les valeurs individuelles des poids absolus et relatifs des ovaires des femelles

témoins et des femelles traitées par la leptine des deux lots pendant la période

d’essai sont détaillées dans les Appendices H et H'.
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Figure 4.2 : Poids absolus (a gauche) et relatifs (a droite) des ovaires chez les

femelles témoins et les femelles traitées avec la leptine a 30 et a 60 jours d’age.

Nos résultats montrent que 'administration quotidienne de leptine a la do

baisse significative du poids corporel et de la consommation d’aliment ch

les femelles adultes.

Nos résultats révelent par ailleurs une augmentation non significative d

femelles traitées par la leptine comparés aux témoins et ce, aussi bien ch

Q}S individus de 30 jours que ceux de 60 jours d’age.

de 8 ug / 100 g de poids corporel par voie intrapéritonéale a des rats
femelles Wistar ne semble pas avoir d’effet sur I'évolution du poids corporel

et la consommation d’aliment a 30 jours d’age. Nous notons cependant une

poids moyens absolus et relatifs des ovaires droits et gauches chez les
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4.2. Frottis vaginaux

L’examen des frottis vaginaux révéle chez les femelles témoins la présence de
tous les stades du cycle cestral :

e Le procestrus est caractérisé par la présence de cellules épithéliales rondes
et parfois de quelques rares polynucléaires.

e L’cestrus est caractérisé par la présence de cellules épithéliales
kératinisées anucléées (Fig. 4.3a).

e Le posteestrus (Fig. 4.3b) est marqué par la présence de polynucléaires
avec ou sans cellules épithéliales kératinisées. Ce stade comprend deux
phases successives :

- le metcestrus dans lequel on note la présence de cellules kératinisées
et de leucocytes ;
- le dicestrus dominé par la présence de leucocytes en nombre important
[394].

Chez les femelles traitées par la leptine, le stade cestrus n’est pas observé, nous
notons essentiellement la présence du postcestrus.

Les résultats individuels des observations des frottis vaginaux sont présentés

dans 'Appendice I.

Kosyaod G O P % !
a _ L246um | [ b % * © 12.46um

Figure 4.3 : Frottis vaginaux.

(a) : Frottis vaginal au stade cestrus chez une femelle témoin (Observation directe).
(b) : Frottis vaginal au stade postcestrus chez une femelle traitée (Coloration au MGG),
notons la présence de quelques rares cellules nucléées.

N : Cellule nucléée, K : Cellule kératinisée, L : Leucocyte.
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L’examen des frottis vaginaux nous a permis d’observer qu’en présence de la
leptine nous notons essentiellement les stades dicestrus et metoestrus.

Le stade cestrus n'est pas observé sur les frottis effectués.

4.3. Histologie

4.3.1. Etude descriptive des ovaires

4.3.1.1. Ovaires de 30 jours

Nous notons la présence de différents stades du développement folliculaire au
niveau des ovaires (Fig. 4.4). Les follicules pré-antraux sont représentés par les
follicules primordiaux, primaires et secondaires, les follicules antraux par les
follicules tertiaires et pré-ovulatoires (mdrs ou de De Graaf). Le follicule
polyovocytaire quant a lui contient généralement deux ovocytes. Le follicule
primordial est constitué d’'un ovocyte | a noyau bien visible, entouré de cellules
folliculaires aplaties (Fig. 4.5). Dans le follicule primaire, les cellules folliculaires
deviennent cubiques et sont limitées extérieurement par la membrane basale (Fig.
4.6). Le follicule secondaire comprend deux couches ou plus de cellules de la
granulosa, une zone pellucide bien délimitée et une théque conjonctive ayant pour
origine le stroma ovarien, placée extérieurement contre la lame basale (Fig. 4.7).
Dans les follicules tertiaires (Fig. 4.7 & 4.8a), plusieurs couches de cellules de la
granulosa sont observées, la granulosa murale est située en périphérie non loin
de la lame basale tandis que le cumulus oophorus entoure 'ovocyte, des cavités
antrales sont observées et les théques (externe et interne) sont bien différenciées.
Dans notre étude, les follicules pré-ovulatoires (Fig. 4.9) et polyovocytaires

(Fig. 4.10) étaient tous atrétiques sur les ovaires de 30 jours (Fig. 4.8b & 4.11).

4.3.1.2. Ovaires de 60 jours

L’'ovaire présente des sections irrégulieres et sa taille est beaucoup plus
importante qu’'a I'age de 30 jours (Fig. 4.12). Tous les stades du développement
folliculaire sont retrouvés aussi bien chez les animaux témoins que chez les

traités. Le follicule pré-ovulatoire contient une large cavité antrale, I'ovocyte
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primaire est entouré des cellules de la corona radiata et est refoulé en périphérie
mais n'est pas aussi excentrique que chez la femme. Le processus de
lutéinisation se produit normalement de I'extérieur vers l'intérieur et aboutit a la
formation d’'un CJ (Fig. 4.13). Les follicules pré-ovulatoires et les CJ font saillie a
la surface de I'ovaire. Apres ovulation, les cellules de la granulosa se chargent de
gouttelettes lipidiques et se transforment en grandes cellules lutéales tandis que
les cellules de la theque interne donnent naissance aux petites cellules lutéales ou

cellules paralutéales. Un coagulum peut étre observe.

Trois ou plusieurs générations de CJ peuvent étre présentes dans un ovaire
puisque chaque CJ persiste morphologiguement douze a quatorze jours
[185,392].

Pour la détermination du stade du cycle cestral en fonction de I'aspect histologique
du CJ nous nous somme basées sur les critéres retenus par Westwood [393]
(Fig. 4.14) :

- Au stade dicestrus, les CJ nouvellement formés de I'ovulation précédente ont
atteint leur taille maximale : c’est le meilleur marqueur ovarien du dicestrus,
bien que les CJ dégénérés soient également présents. Les vacuoles sont
fréequemment présentes en particulier dans les cellules au centre de ces gros
CJ, avec début de formation d’un tissu fibreux central.

- Au stade procestrus, les CJ sont souvent dégénérés, avec formation d’un
tissu fibreux central, les cellules contiennent généralement des vacuoles
cytoplasmiques.

- Au stade cestrus, les CJ dégénérés sont souvent présents mais les CJ
nouvellement formés sont de petite taille, avec des cellules a cytoplasme
basophile et occasionnellement une cavité centrale liquidienne
(correspondant a I'antrum du stade folliculaire précédent).

- Au stade metecestrus, les CJ peuvent encore contenir une cavité centrale
liquidienne. On note une hypertrophie des cellules de la granulosa et de la
théque interne donnant naissance aux grandes et aux petites cellules

lutéales, ainsi qu’une riche vascularisation.
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Chez les femelles traitées, nous notons une accélération de la lutéinisation des
cellules de la granulosa des follicules en plein développement, ces derniers
présentent alors la taille d’'un follicule mais I'aspect d’'un CJ (Fig. 4.15), tandis que
d’autres CJ présentent souvent une forme irréguliére. La lutéinisation des cellules
de la granulosa se fait de maniere désorganisée (Fig.4.16). Un ovocyte
complétement dégénéré avec une zone pellucide trés irréguliere est observé a
I'intérieur d’'un corps lutéal chez une femelle traitée (Fig. 4.17). Sur un autre
ovaire, la maturation ovocytaire n’a pas eu lieu, 'ovocyte est resté emprisonné au
sein du corps lutéal, le stigma nouvellement formé est bien visible (Fig. 4.18).
La ponte ovulatoire n’ayant pas eu lieu, le terme « corps lutéal » sur ces structures

ovariennes semble plus approprié que le terme « corps jaune ».

Une vasodilatation capillaire est également observée au niveau des structures
lutéales sur les coupes des ovaires des femelles de 60 jours traitées par la leptine

comparées aux témoins (Fig. 4.19).

Les corpus albicans proviennent de cellules Ilutéiniques d’anciens corps
progestatifs qui se confondent avec les follicules atrétiques dans un tissu
interstitiel a fonction endocrine (Fig. 4.20).

Les follicules atrétiques sont caractérisés par la dégénérescence de la granulosa :
Stades la et Ib et/ou de l'ovocyte : Stades lla et 1lb [390]. lls sont infiltrés de
macrophages et de monocytes, et présentent des particules pycnotiques.
L’atrésie folliculaire a principalement été observée sur les follicules antraux
(tertiaires et pré-ovulatoires) aussi bien chez les femelles témoins que les traitées,

a 30 comme a 60 jours d’age. Tous les stades d’atrésie ont été retrouves.



Figure 4.4 : Coupes transversales de I'ovaire d’'une ratte immature traitée par la
leptine (a) et d’'une ratte immature témoin (b).

La zone corticale montre de nombreux follicules a différents stades du développement,
tandis que la médullaire est riche en nerfs et est trés vascularisée.
(a) : Coloration au Trichrome de Masson modifiée, (b) : Coloration H&E.

C : Cortex, F : Follicule, M : Medulla, VS : Vaisseau sanguin.
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Figure 4.5 : Coupes transversales de I'ovaire d’'une ratte immature traitée montrant
des follicules primordiaux et d’autres follicules a différents stades de
développement et a différents grossissements (a, b, c).

Coloration au Trichrome de Masson modifiée.
E : Epithélium germinatif, FP : Follicule primordial, N : Noyau, TA : Tunique albuginée,

Fléche noire : Cellule folliculaire aplatie.
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Figure 4.6 : Coupes transversales de I'ovaire montrant des follicules primordiaux

et des follicules primaires chez une ratte adulte traitée (a), une ratte adulte témoin

(b) et une ratte immature traitée (c).

(a) : Coloration H&E, (b, c) : Coloration au Trichrome de Masson modifiée.

FP/ Fleche rouge : Follicule primordial, FPr / Fleche jaune : Follicule primaire.
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Figure 4.7 : Coupes transversales de I'ovaire montrant des follicules secondaires

et tertiaires chez une ratte adulte traitée (a), une ratte immature traitée (b) et une
ratte immature témoin (c, d).
Coloration au Trichrome de Masson modifiée.

A : Antrum, C : Cytoplasme de I'ovocyte |, FS : Follicule secondaire, FT : Follicule tertiaire,

G : Granulosa, N : Noyau avec son nucléole, S : Stroma.
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Figure 4.8 : Coupes transversales de I'ovaire montrant un follicule antral au stade
tertiaire.

(a) : Follicule normal avec intégrité de la zone pellucide chez une femelle adulte témain,
(b) : Follicule antral atrétique (Stade Ilb) chez une femelle immature traitée : 'ovocyte
dégénéré présente une zone pellucide irréguliere en contact direct avec I'antrum qui présente

a sa périphérie de nombreuses particules pycnotiques et des macrophages.

Coloration au Trichrome de Masson modifiée. A : Antrum, G : Granulosa, MB : Membrane basale,

O : Ovocyte |, TE : Théque externe, Tl : Théque interne, ZP : Zone pellucide.
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Coupe transversale de I'ovaire montrant un follicule pré-ovulatoire

Figure 4.9

émoin.

tique chez une ratte adulte té

é

atr

Coloration H&E.
FPrO : Follicule pré-ovulatoire
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Figure 4.10 : Coupes transversales de I'ovaire montrant des follicules
polyovocytaires au stade antral chez des rattes adultes traitées (a, b).

Coloration au Trichrome de Masson modifiée.
A : Antrum, O : Ovocyte, FPO : Follicule polyovocytaire comportant deux ovocytes.
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Figure 4.11 : Coupe transversale de 'ovaire d’une ratte immature traitée
montrant un follicule atrétique (a).

Coloration au Trichrome de Masson modifiée.
(b) : Les premieres cellules a dégénérer sont celles de la granulosa murale.
(c) : L'ovocyte est a certains endroits en contact direct avec I'antrum, (d) : Les derniéres
cellules a dégénérer sont celles entourant I'ovocyte.
A : Antrum, GM : Granulosa murale, MB : Membrane basale, O : Ovocyte I,
ZP : Zone pellucide, Fleche blanche : Macrophage, Fleche jaune : Corps apoptotiques a
l'intérieur d’une vacuole, Fléche noire : Monocyte, Fléche rouge : Particule pycnotique.
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Figure 4.12 : Coupes transversales montrant une partie de I'ovaire d’'une ratte

adulte traitée (a) et d’'une ratte adulte témoin (b).

La zone corticale montre de nombreux follicules & différents stades de développement
et des CJ, tandis que la médullaire est riche en nerfs et vaisseaux sanguins.
(a) : Coloration H&E, (b) : Coloration au Trichrome de Masson modifiée.
CJ : Corps jaune, F : Follicule, VS : Vaisseau sanguin.
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Figure 4.14 : Coupes transversales de I'ovaire montrant I'évolution du CJ en

fonction des stades du cycle cestral chez des rattes adultes traitées.

(@) : CEstrus, (b) : Metcestrus. (c, d) : Début du Dicestrus, (e, f) : Fin du Dicestrus.
(a, c, d, e) : Coloration H&E, (b, f) : Coloration au Trichrome de Masson modifiée.
CCL : Cavité centrale liquidienne, TF : Tissu fibreux : VC : Vacuoles cytoplasmiques,

VS : Vaisseau sanguin.
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Figure 4.16 : Coupes transversales au niveau des ovaires de femelles adultes
traitées avec la leptine montrant deux CJ désorganisés (a, b).

Notons la présence de grandes cellules lutéinisées de couleur pale (L) et de cellules
rappelant la granulosa (G).
Coloration au Trichrome de Masson modifiée. TF : Tissu fibreux.
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Figure 4.17 : Coupe transversale de I'ovaire montrant un ovocyte dégénéré
emprisonné a l'intérieur d’'un corps lutéal chez une femelle adulte traitée (a, b).

Notons la déformation de I'ovocyte et la désorganisation de 'ooplasme, l'intégralité de la
zone pellucide n’est pas conservée.
Coloration au Trichrome de Masson modifiée.
L : Cellules lutéinisées, O : Ovocyte, ZP : Zone pellucide, VS : Vaisseau sanguin.
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Figure 4.18 : Coupe transversale de I'ovaire montrant un ovocyte non expulsé
emprisonné a l'intérieur d’un corps lutéal a différents grossissements (a, b, c) chez

une femelle adulte traitée.

Le sillon de la rupture folliculaire est encore visible avec présence d’'un coagulum.
Coloration H&E.
Cm : Coagulum, CL : Corps lutéal, L : Cellule lutéinisée, O : Ovocyte, S : Stigma.
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50.47 pm

Figure 4.19 : Coupes transversales montrant la vascularisation de I'ovaire chez
une femelle adulte témoin (a, b) et chez une femelle adulte traitée avec la leptine
(c, d).

Notons les diamétres des vaisseaux sanguins sur I'ovaire de la femelle traitée avec la

leptine (vasodilatation capillaire) comparés a ceux de la femelle témoin.
Coloration au Trichrome de Masson modifiée. VS : Vaisseau sanguin.
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Figure 4.20 : Coupes au niveau de I'ovaire d’une ratte immature témoin

montrant la transformation d’un follicule atrétique en tissu interstitiel.

(a) : Etat avancé d’atrésie folliculaire (Stade I1b), (b) : Follicule atrétique se confondant
dans le tissu interstitiel.
Coloration au Trichrome de Masson modifiée. A : Antrum, O : ovocyte.

4 N
L’étude histologique des ovaires révele une altération de la
folliculogénése avec accélération de la lutéinisation des cellules de la
granulosa, suspension de l'ovulation et vasodilation capillaire au niveau du

tissu lutéal chez les femelles adultes traitées par la leptine.
\_ /
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4.3.2. Dénombrement des follicules et des corps jaunes

4.3.2.1. Ovaires de 30 jours

Sur les ovaires de 30 jours, le pourcentage de follicules atrétiques est plus
important chez les femelles traitées par la leptine comparées aux témoins :
47.18 vs 34.09% (Tableau 4.3, Fig. 4.21 & 4.22).

Le nombre de follicules pré-ovulatoires atrétiques est significativement plus
important dans le groupe traité comparé au groupe témoin (62 vs 35, p < 0.01%).
Le nombre de follicules polyovocytaires est quant a lui significativement moins

important dans le groupe traité comparé au groupe témoin (5 vs 11, p < 0.01%).
Cing CJ ont été retrouvés sur I'ovaire d’'une seule femelle expérimentale.

Tableau 4.3 : Nombre et pourcentage des follicules normaux et atrétiques par

stade folliculaire chez les femelles témoins et expérimentales agées de 30 jours.

30/T 30/E
Normaux Atrétiques Normaux Atrétiques
Follicules
Nb % Nb % Nb % Nb %
Primordiaux 247 65.17 0 0 196 63.43 0 0
Primaires 40 10.55 0 0 29 9.39 0 0
Secondaires 37 9.76 11* 5.61 41 13.27 12 4.35

Total Pré-antraux 324 85.49 11 5.61 266 86.08 12 4.35

Tertiaires 55 1451 | 150** | 76.53 43 13.92 | 202*** | 73.19
Pré-ovulatoires 0 0 35 17.86 0 0 62 22.46
Total Antraux 55 14.51 185 | 94.39 43 13.92 264 95.65
TOTAL 379 65.91 196 | 34.09 309 52.82 276 47.18

TOTAL (30/T) | 575 | 100 | TOTAL (30/E) | 585 100

* . dont 3 polyovocytaires, ** dont 8 polyovocytaires ; *** dont 5 polyovocytaires.

Le nombre de follicules (normaux et atrétiques) par stade folliculaire et le nombre
de CJ par femelle T et E sur les ovaires de 30 jours sont détaillés dans

I’Appendice J.
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Figure 4.21 : Pourcentage des follicules normaux et atrétiques sur les ovaires T et E

de 30 jours.
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Figure 4.22 : Pourcentage des follicules normaux et atrétiques par stade

folliculaire sur les ovaires T et E de 30 jours.
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Sur les ovaires de 60 jours, le pourcentage de follicules atrétiques est moins

important chez les femelles traitées par la leptine comparées aux témoins :
31.90 vs 43.05% (Tableau 4.4, Fig. 4.23 & 4.24). Le nombre moyen de CJ chez

les femelles témoins et traitées par la leptine est similaire (59 vs 58 follicules).

Tableau 4.4 : Nombre et pourcentage des follicules normaux et atrétiques par

stade folliculaire chez les femelles témoins et expérimentales agées de 60 jours.

60/ T 60/E
Normaux Atrétiques Normaux Atrétiques
Follicules
Nb % Nb % Nb % Nb %
Primordiaux 113 | 54.07 0 0 185 58.54 0 0
Primaires 32 15.31 0 0 41 12.97 0 0
Secondaires 41 19.62 1 0.63 61 19.30 3 2.03
Total Pré-antraux | 186 | 89.00 1 0.63 287 90.82 3 2.03
Tertiaires 23 11.00 | 140* | 88.60 27 8.54 122 82.43
Pré-ovulatoires 0 0 17 10.76 2 0.63 23* | 1554
Total Antraux 23 11.00 157 99.37 29 9.18 145 97.97
TOTAL 209 100 158 100 316 100 148 100
TOTAL (60/T) | 367 | 100 Total (60 /E) 464 100

* . dont 1 polyovocytaire, ** : dont 2 polyovocytaires.

Le nombre de follicules (normaux et atrétiques) par stade folliculaire et le hombre

de CJ par femelle T et E sur les ovaires de 60 jours sont détaillé dans

I'Appendice J'.
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Figure 4.23 : Pourcentage des follicules normaux et atrétiques sur les ovaires T et E

de 60 jours.
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Figure 4.24 : Pourcentage des follicules normaux et atrétiques par stade
folliculaire sur les ovaires T et E de 60 jours.
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Chez les femelles de 30 jours d’age, le nombre de follicules atrétiques
est plus important apres traitement par la leptine comparé au nombre

de follicules normaux, plus particulierement les follicules tertiaires

et pré-ovulatoires.

Chez les femelles de 60 jours d’age, le nombre de follicules atrétiques
semble moins important aprés traitement par la leptine comparé au

nombre de follicules normaux, plus particulierement les follicules

Le dénombrement des follicules ovariens révele que :

tertiaires, mais pas les follicules pré-ovulatoires.

~

/

4.4. Dosages hormonaux

44.1. LHetFSH

Le dosage des hormones gonadotropes révele une augmentation non significative
du taux de LH a 30 jours d’age (0.310 + 0.026 vs 0.247 £+ 0.030 UI/L, p > 0.05),
mais significative a 60 jours (0.301 + 0.032 vs 0.189 + 0.02 UI/L, p < 0.05%).
Pour la FSH, la différence entre les témoins et les traitées n’est pas significative
pour les deux ages (p > 0.05) (Tableau 4.5 & Fig. 4.25).

Tableau 4.5: Niveaux plasmatiques de la LH et de la FSH chez les femelles

témoins et les femelles traitées par la leptine (Valeurs exprimées en moyenne +
ESM, Signification : a (0.05), > 0.05 NS, < 0.05%).

30/T 30/E 60/ T 60/ E
FSH (n=6) (n=6) P (n=5) (n=5) P
(UIIL)
3.949 +0.365 | 3.994+0.636 | 0.952NS | 4.307 +0.817 | 2.639+0.297 | 0.112Ns
30/T 30/E 60/ T 60/ E
LH (n=7) (n=7) P (n=6) (n=7) P
(UIIL)
0.247 +0.030 | 0.310+0.026 | 0.141NS | 0.189 +0.020 | 0.301 +0.032 | 0.015*

Les niveaux plasmatiques de la LH et de la FSH chez les femelles témoins et les

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

détaillés dans les Appendices K et L.
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Figure 4.25 : Niveaux plasmatiques de la LH et de la FSH chez les femelles

témoins et les femelles traitées par la leptine a 30 et 60 jours d’age.

4.4.2. 17 B-cestradiol

Le dosage de I'cestradiol montre que la leptine est sans effet sur ce stéroide chez
les femelles adultes (2931.867 + 24.599 vs 2922.524 + 39.909 ng/mL, p > 0.05)
(Tableau 4.6 et 4.11 & Fig. 4.26).

Tableau 4.6 : Niveaux plasmatiques de I'cestradiol chez les femelles témoins et les
femelles traitées par la leptine (Valeurs exprimées en moyenne = ESM,
Signification : a (0.05), > 0.05 NS).

60/ T 60/ E
CEstradiol (n=8) (n=5)
(ng/mL)

2922.524 + 39.909 2931.867 + 24.599 0.835 "¢
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Figure 4.26 : Niveaux plasmatiques de I'cestradiol chez les femelles témoins et les

femelles traitées par la leptine a 60 jours d’age.

4.4.3. Progestérone

Le dosage de la progestérone révele une augmentation non significative a 30
jours d’age (18.62 £ 2.84 vs 22.11 £ 3.50 ng/mL, p > 0.05) comme a 60 jours
(33.39£5.13vs 41.60 £ 4.58, p > 0.05) (Tableau 4.7 & Fig. 4.27).

Tableau 4.7 : Niveaux plasmatiques de la progestérone chez les femelles témoins

et les femelles traitées par la leptine (Valeurs exprimées en moyenne + ESM,
Signification : a (0.05), > 0.05NS).

Progestérone
(ng/mL)

30/T 30/E 60/ T 60/ E
(n=6) (n=6) P (n=5) (n=5) P
18.62+2.84 | 22.11+3.50 | 0.453NS | 33.39+5.13 | 41.60 + 4.58 | 0.253 NS

Les valeurs

individuelles de

la progestérone chez

les femelles témoins

et expérimentales de 30 et 60 jours d’age sont détaillées dans I’Appendice M.
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Figure 4.27 : Niveaux plasmatiques de la progestérone chez les femelles témoins

et les femelles traitées par la leptine a 30 et 60 jours d’age.

ﬁ—:‘s résultats des dosages des hormones gonadotropes montrent aprg
traitement par la leptine a la dose de 8 pg / 100 g de poids corporel :

- une augmentation non significative des niveaux plasmatiques de la
LH chez les femelles immatures mais significative chez les femelles
adultes ;

- une baisse non significative des niveaux plasmatiques de la FSH

chez les femelles adultes traitées comparées aux femelles témoins.
Les dosages des hormones stéroidiennes révelent :

- que le taux d’cestradiol ne varie pas aprés traitement par la leptine

et semble similaire a celui des femelles témoins ;

- une augmentation non significative du taux de progestérone aussi

bien chez les femelles immatures que chez les adultes aprés
& traitement par la leptine comparées aux femelles témoins. /
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CHAPITRE 5

DiscussIiON

Le tissu adipeux est impliqué dans I'homéostasie du glucose, la production de
stéroides, I'immunorégulation, 'hématopoiése et la reproduction [12,395]. La
découverte de la leptine en 1994 a bouleversé la recherche dans les domaines de
la nutrition, du métabolisme et de I'endocrinologie avec plus de 2 000 publications
internationales consacrées a la leptine depuis sa découverte a I'année 2 000, dont
1 280 entre 1996 et 1998.

L’effet de la leptine sur le métabolisme énergétique et la reproduction a fait I'objet
de nombreuses recherches majoritairement in vitro (de par le co(t de la molécule)
dont les résultats sont parfois divergents et peuvent étre attribués aux différences
considérables dans le nombre d’individus inclus dans les études, la dose de
leptine testée, les rythmes, la voie d’injection, la durée de I'expérimentation ainsi

que I'espéce étudiée.

» Etude pondérale

e Poids corporel

Nos résultats montrent que I'administration quotidienne de leptine a la dose de
8 ug / 100 g de poids corporel par voie intrapéritonéale a des rats femelles Wistar
ne semble pas avoir d’effet sur I'évolution du poids corporel et la consommation

d’aliment a 30 jours d’age.

Nos résultats different de ceux rapportés par :
v" YUAN et al. [396] qui observent une réduction significative du gain de poids
corporel aprés administration quotidienne de leptine a la dose de 0,3 ug/ g
et de 1,0 ug / g par voie périphérique chez les rats nouveau-nés au cours

de la période d’allaitement ;
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v' EL-SHAFAEI et al. [397] qui rapportent une baisse du poids corporel dés
'age de 26 jours aprés des injections quotidiennes de 5 ug de leptine par
voie sous-cutanée ;

v DUGGAL et al. [398] qui observent une diminution de la consommation
d’aliment et du poids corporel suite au traitement par la leptine (30 pg a
3 heures d’intervalles pendant 15 heures par voie intrapéritonéale) a des

rats immatures stimulés a I'aide de gonadotropines.

Nous notons cependant une baisse significative du poids corporel et de la

consommation d’aliment chez les femelles adultes.

Ce résultat confirme le réle de la leptine qui agit directement sur I'hypothalamus
pour limiter la prise de nourriture et augmenter les dépenses énergétiques et la
thermogénése [399]. La leptine a des effets différents sur les neurones des
noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation du poids corporel et la
fonction de reproduction [80,82,400]. Elle agirait en inhibant les facteurs
orexigenes représentés essentiellement par le NPY et stimulerait ceux a actions
anorexigenes [28,381,401].

La leptine interviendrait sur les neurones a kisspeptine qui joue un réle direct dans
la fertilité en relation avec le métabolisme. En effet, le systéme kisspeptine serait
un puissant stimulateur des neurones a GnRH chez les mammiféres
[271,272,402-404] et serait un stimulateur de la sécrétion de LH. Ceci a été
démontré a la fois chez la souris et le rat, chez le méle et la femelle, et aussi chez

des rats prépubéres, puberes, et adultes [271,405-410].

Le jelne s’accompagne d’une diminution de I'expression du géne ob et d’'une
réduction du taux sériqgue de leptine [121,124,411-414]. La réalimentation
rétablirait les taux [56,124]. D’autre part, les concentrations sériques de leptine
seraient positivement corrélées a I'lMC et plus précisément avec la teneur en
graisse corporelle chez les individus sains [59,415], mais négativement lorsque
l'apport énergétiqgue est réduit et que les réserves d’énergie diminuent [416].
Par ailleurs, une corrélation positive significative entre les concentrations de
leptine dans le LCS et dans le plasma des individus sains a été déemontée. Elle

s’avere plus importante entre I'lMC et le taux de leptine dans le LCS, qu’entre IMC
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et leptinémie. Ceci suggere que les concentrations de leptine dans le LCS seraient
des indicateurs plus stables des réserves énergétiqgues alors que les niveaux
plasmatiques de leptine seraient sous l'influence de facteurs a action rapide mais

transitoire [1].

Méme si chez 'homme, la leptinémie semble ne pas étre modifiée par un repas
richement lipidigue ou glucidique in vivo [413], la composition du régime
alimentaire semble influencer la leptinémie chez les rongeurs, en effet :
- une alimentation riche en lipides induit une surexpression de 'ARNm ob
adipocytaire et une augmentation de la leptinémie chez le rat [417].
De plus, la composition en acides gras apportés par l'alimentation peut
avoir un impact sur les taux sériques de leptine. En effet, CHA et JONES
[414] ont noté chez le rat qu’une alimentation riche en acides gras n-6
et n-3-polyinsaturés (AGPI) induisait des taux de leptine sérique plus élevés
gu’'un régime riche en acides gras saturés (AGS) et en acides gras
monoinsaturés (AGMI). En revanche, RESELAND et al. [418] ont montré
gu’un apport élevé en n-3-AGPI diminuait I'expression du gene de la leptine
a la fois in vitro en utilisant une lignée cellulaire humaine et in vivo chez le
rat. Une autre étude a montré que les taux sériques de leptine diminuaient
chez les patients hypertriglycéridémiques aprés que les AGS alimentaires
aient été remplacés par les acides gras oméga-3 et les AGMI [419] ;
- un régime riche en fructose réduit I'expression du géne de la leptine dans le
cerveau des rats Wistar avec des effets différentiels sur la prise de poids
[420] ;
- la leptine est étroitement liée au métabolisme du glucose et de I'insuline,
elle améliorerait la détection du glucose hypothalamique LDHA-dépendante
(Lactate dehydrogenase A) pour abaisser la production du glucose chez les

rats recevant un régime riche en matiéres grasses [421].

Chez les rongeurs, la leptinémie s’éléverait avec la prise de nourriture (de 20h
jusqu’a 4h) mais pas lors d'un jelne [56,124]. Chez 'homme, la leptinémie est
maximale entre 22h et 3h, ses niveaux les plus bas se situant entre 8h et 17h.
Cette élévation nocturne pourrait étre due a la suppression de la prise alimentaire
durant le sommeil [125,127]. La sécrétion pulsatile de leptine (quelques minutes a

guelgues heures) est synchrone avec celle de la LH [422]. Le nombre
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d’oscillations étant corrélé a I'lMC et a la leptinémie a jeun, ceci laisse suggérer
qu’il existerait des facteurs autres que la masse adipeuse, probablement nerveux
ou hormonaux, capables de réguler rapidement les fluctuations des taux
de leptine circulante. Chez les femmes normales, les variations circadiennes
et ultradiennes du taux de leptine sont également associées a des variations
minute pour minute de I'cestradiol. La chute du taux de leptine en réponse a une
sous-alimentation entraine une diminution des taux d’cestradiol et de 'aménorrhée
chez les sujets souffrant d’anorexie mentale ou les athlétes en exercice [170].
Inversement, les sujets porteurs d’'une mutation de la leptine ou de son récepteur
présentent une obésité sévere et une hyperphagie [42] corrigées par des
injections journalieres de leptine recombinante. Chez les individus obeses,
I'hyperleptinémie serait due a une augmentation de 'amplitude des pulses sans
modification de la fréquence de la pulsatilité de la sécrétion de la leptine. En outre,
'administration non pulsatile de leptine nécessite des doses totales supérieures
par rapport a des administrations pulsatiles pour permettre une perte de poids

équivalente [126].

Les faibles niveaux de leptine dans le sang du cordon ombilical reflétent
étroitement la diminution de I'adiposité a la naissance et prédisent fortement des
taux élevés de gain de poids pendant I'enfance. Chez I'adolescent, la leptinémie
augmente graduellement avec I'dge avant la puberté, suggérant qu’'un certain
seuil de leptine serait a l'origine du déclenchement de la puberté. Chez les filles,
les faibles niveaux de leptine au début de la puberté prédisent les gains en masse
grasse, suggérant probablement un réle dans la préparation a la maternité [423].
Des injections de leptine a des souris prépubéres nourries ad libitum provoquent
une avancée de l'age de la puberté [424], ce qui laisse penser que la leptine
constituerait un signal permissif nécessaire au SNC pour le déclenchement de la
puberté en fonction des réserves adipeuses, et des niveaux de leptine seraient
nécessaires pour I'entretien des cycles menstruels ou cestraux et la fonction de

reproduction [170].

Certains auteurs ont rapporté que les concentrations plasmatiques de leptine
reliees a la masse grasse corporelle semblent similaires chez 'lhomme et la

femme [58,59]. Pour d’autres, a masse graisseuse équivalente, la leptinémie est
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augmentée chez la femme comparée a I'homme [425]. Chez le male, une
diminution non significative du poids corporel a également été rapportée chez des
rats Sprague Dawly adultes aprés infusion intracérébroventriculaire de leptine a la
dose de 3 ug / j pendant 4 jours [426]. Néanmoins, des injections de bolus de
leptine (un bolus est une dose administrée en une seule fois et non de maniére
fractionnée ou quotidienne) chez des rats Wistar obéses ou I'élévation chronique
de la leptinémie dans I'hypothalamus de souris aprés une réduction du poids
provogueraient une résistance a l'insuline, ces animaux deviennent insensibles a
la leptine et retrouvent un poids comparable aux témoins [427,428]. Cette
résistance a la leptine se produirait lorsque la leptine est injectée par voie

intrapéritonéale mais non par voie intracérébroventriculaire [429].

Les souris obeses DIO (Diet Induced Obese) répondent nettement moins que des
souris minces a I'administration sous-cutanée de leptine, et les souris obeses NZO
(New Zealand Obese) sont sensibles a la leptine injectée directement dans les
ventricules intracérébraux mais ne répondent pas a son administration par voie
périphérique. Ceci suggeére que ces deux lignées murines obéses pourraient
présenter un défaut de transport de la leptine dans le cerveau [429].
Les chercheurs ont en effet constaté que dans le cas d'obésité, méme si le
tanycyte est capable de capter 'hormone, il ne parvient malheureusement pas a la
libérer dans le cerveau et développe une leptinorésistance liée a l'altération de
I'activité de son récepteur. L’'altération du transport de la leptine par les tanycytes
pourrait constituer le premier événement physiopathologique conduisant a
I'hormonoreésistance centrale chez les individus en surpoids ou obéses.
Le transport de la leptine a travers le tanycyte peut étre restauré par un traitement
pharmacologique permettant a la leptine de parvenir jusqu’au LCS, en activant la
voie de signalisation ERK dans cette cellule. Ce traitement permet a la leptine
d’activer les neurones et a terme de restaurer la sensibilité des souris a cette

hormone en retrouvant progressivement un régime équilibré [93].

La résistance a la leptine liée a I'dage a également été rapportée [430]. Elle serait
liée a la diminution du nombre des Ob-Rb hypothalamiques [431], a une

diminution du captage de la leptine et de I'expression de TARNm des récepteurs a
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la leptine au niveau de I'hypothalamus [432] ou a I'altération de la transduction du

signal lié a la leptine dans I'hypothalamus avec I'age [433].

MAZOR et al. [434] montrent en 2018 que, chez les rongeurs, I'obésité induite par
un régime alimentaire riche en graisses favorise I'activation dans I'hypothalamus
de la MMP2 qui, a son tour, altere la signalisation induite par la leptine en
favorisant la dégradation des récepteurs de la leptine (par clivage du domaine
extracellulaire du récepteur). L’analyse par immunofluorescence a montré que les
astrocytes et les neurones AgRP étaient responsables de la sécrétion de MMP2
chez ces souris. La suppression de MMP2 dans I'’hypothalamus a augmenté
I'expression des récepteurs de la leptine et réduit 'accumulation de graisse chez
les souris recevant un régime riche en graisses. Ces résultats suggerent que la
MMP2 pourrait aider a traiter 'obésité en restaurant les effets anorexigéniques de

la leptine.

Dans I'étude publiée en 2018 par JANSSON et al. [435], les chercheurs ont ajouté
et retiré des charges de poids a des rongeurs et ont mesuré leurs effets sur le
poids corporel. Leurs résultats ont montré qu’il existerait un homeéostat de masse
corporelle qui régulerait la masse graisseuse indépendamment de la leptine.
Selon ces chercheurs, 'augmentation du poids corporel activerait des capteurs
situés dans les ostéocytes au niveau des os longs des membres inférieurs
et agiraient comme des « gravitostats » qui maintiennent le poids corporel et la
masse graisseuse a un niveau constant. Dans une autre étude, ces chercheurs
ont comparé les effets de la leptine et de 'augmentation de la charge (stimulation
gravitostatique) sur la masse grasse chez des souris de poids différents (maigres,
en surpoids et obeses). Les résultats ont montré que le gravitostat régule la
masse grasse chez les souris obéses, tandis que la leptine régule la masse
grasse uniquement chez les souris maigres présentant de faibles niveaux de
leptine sérique endogéne. Ceci suggere que le gravitostat protégerait
principalement contre ['obésité, alors que les faibles niveaux de leptine

protégeraient contre la sous-nutrition [436].
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e Poids ovarien

Nos résultats révelent une augmentation non significative des poids moyens
absolus et relatifs des ovaires droits et gauches chez les femelles immatures

et adultes traitées par la leptine comparées aux témoins.

Ces résultats rejoignent ceux d’EL-SHAFAEI et al. [397] qui rapportent une
augmentation significative du poids et de la croissance des ovaires droits
et gauches chez les femelles traitées par la leptine et contredisent ceux de
PANWAR et al. [437] qui rapportent que I'immunisation passive contre la leptine,
avec ou sans gonadotropines entraine une augmentation significative du poids
ovarien par rapport aux ovaires témoins. Dans une autre étude, des souris
immatures agées de 3 semaines ont été divisées en quatre groupes et ont regu
les traitements suivants par injections sous-cutanées : (1) une solution saline ;
(2) un anticorps anti-leptine (50 ug) ; (3) eCG ou equine Chorionic Gonadotropin
(0.1 Ul); (4) eCG (0.1 UI) + anticorps anti-leptine (50 ug). Aucune différence des
poids ovariens et utérins entre les groupes expérimentaux n’a été rapportée, sauf
pour le groupe eCG + anti-leptine qui présentait des ovaires et des utérus plus
lourds que les contréles. Les ceufs collectés dans 'ampoule étaient en nombre
plus élevé dans le groupe eCG + anti-leptine (16.1 + 1.8) comparé au groupe
témoin (1.12 £ 0.02), eCG (0.8 £ 0.03) et au groupe anti-leptine (2.8 + 0.09) [438].

Chez les souris ob/ob, linjection de leptine provoque le développement des
organes reproducteurs aussi bien chez le male (augmentation du poids des
testicules et de la vésicule séminale) que chez la femelle (augmentation du poids
des ovaires et de 'utérus) [439]. Chez la femme obése comme chez de nombreux
modéles murins obéses, un profil hormonal d’hypogonadisme central par
altération de la sécrétion pulsatile de la GnRH a été observé. Les mécanismes
proposés semblent impliquer la kisspeptine. En effet, 'hypogonadisme central lié a
'obésité est en rapport avec 'augmentation de la concentration des cestrogénes
circulants (par aromatisation périphériqgue des androgénes par le tissu adipeux en
exceés) qui inhibent les neurones a Kisspeptine, intermédiaires du rétrocontréle
stéroidien sur la sécrétion de la GnRH. La leptine, la ghréline et le NPY, pourraient
participer a la modulation du contréle de 'axe gonadotrope via les kisspeptines

[403]. Les neurones a Kisspeptine expriment la forme active du récepteur a la
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leptine et représentent le relais hypothalamique de la signalisation de la leptine sur
la sécrétion de la GnRH. En effet, chez les souris déficientes en leptine, le taux
d’ARNm de Kiss dans la région arquée de I'hypothalamus est diminué mais est
restauré par une injection intracérébrale de leptine [440], ceci suggeére la présence
d’'un mécanisme de leptinorésistance des neurones a Kiss chez les patients
obéses, les neurones a Kiss deviendraient alors insensibles a une stimulation par
la leptine. Cette fonction essentielle de la leptine sur la reproduction a néanmoins
était bouleversée par la description de la premiere grossesse spontanée chez une

patiente porteuse d’'une mutation homozygote du récepteur de la leptine [441].

> Frottis vaginaux

Les frottis vaginaux réalisés sur les femelles adultes et confirmés par I'étude
histologique des ovaires ont permis, chez les femelles traitées, la mise en
évidence essentiellement des stades dicestrus et metcestrus (postcestrus), le

stade cestrus n’a pas été observeé.

Les différentes phases du cycle cestral s’accompagnent de modifications cycliques
de I'épithélium vaginal sous l'effet des hormones sexuelles. Le prélevement par
frottis vaginal permet de recueillir et d’observer sur lame les cellules provenant
approximativement de la moitié superficielle de I'épithélium vaginal. Il est par
conséquent un outil précieux dans la détermination de la phase du cycle cestral
et a été largement étudié [185,392,442-446]. Le début de la puberté est marqué
par une cascade d’évenements en rapport avec la libération de la LH qui se
produit chez la ratte en général aprés la 4™ semaine post natale et méne a la
maturation ovarienne [447]. L’ovulation se produit chez la jeune ratte adulte tous

les quatre a cing jours tout au long de I'année [448].

» Histologie

e Dénombrement des follicules et des corps jaunes

Le denombrement des follicules ovariens révele que chez les femelles de 30 jours
d’age, le nombre de follicules atrétiques est plus important apreés traitement par la

leptine comparé au nombre de follicules normaux, plus particulierement les
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follicules tertiaires et pré-ovulatoires. Chez les femelles de 60 jours d’age, le
nombre de follicules atrétiqgues semble moins important aprés traitement par la
leptine comparé au nombre de follicules normaux, plus particulierement les

follicules tertiaires.

Nos résultats relatifs a I'atrésie folliculaires montrent que la leptine semble stimuler
'apoptose a I'age immature en favorisant I'élimination des ovocytes incompétents
[449] d’'une part, et d’empécher la survenue d’une ovulation trop précoce, avant
maturation de l'axe hypothalamo-hypophyso-ovarien, d’autre part. En effet, le
nombre de follicules pré-ovulatoires atrétiques aprés traitement est de : 62 vs 35
(p = 0.016%). Par ailleurs, des CJ ont été retrouvés sur I'ovaire d’une seule femelle
agée de 30 jours ce qui laisse penser que la maturité sexuelle n’est pas atteinte a

cet age-la chez les rattes Wistar.

La mort cellulaire par apoptose peut concerner l'atrésie folliculaire comme la
lutéolyse. L’activation de la Caspace 3 et 'augmentation de I'expression du Bax
sont des biomarqueurs de I'apoptose. Ces deux protéines sont principalement
exprimées dans les follicules atrétiques, tandis que le Bcl2 (facteur anti-
apoptotique) est abondant dans les follicules pré-antraux sains [450]. L’activation

de la Caspase 3 implique de maniére irréversible 'apoptose.
L’effet de la leptine sur 'apoptose cellulaire est discuté :

v Pour BROWN et DUNMORE [451], SIROTKIN et GROSSMANN [452]
et LAM et al. [453], la leptine réduit I'apoptose et induit une prolifération
cellulaire, au moins en partie, par une régulation positive de I'expression du
Bcl2. Les travaux d’ALMOG et al. [454] montrent que [I'administration
quotidienne de leptine réduit l'incidence des apoptoses folliculaires aprées
7 jours d’injections et que la leptine peut étre impliquée dans I'accélération
de la maturation des follicules en atténuant l'atrésie folliculaire par une
augmentation du rapport Bcl2 / Bax. De méme que pour DINEVA et al. [455],
la leptine peut agir comme facteur anti-apoptotique sur les cellules
lutéinisées de la granulosa en augmentant I'expression du Bcl2 et en

diminuant I'activité de la caspase.
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v Pour SEIFER et MERHI [456], la leptine favoriserait I'apoptose en
supprimant I'action anti-apoptotique de 'AMH.

v' Dans une autre expérience, SIROTKIN et al. [457] affirment que la leptine
pourrait étre impliquée dans le contrdle de la prolifération des cellules
ovariennes et de I'apoptose :

- en augmentant I'accumulation de la protéine p53 : il s’agit d’'un facteur de
transcription régulant de multiples fonctions cellulaires. Encore appelée
« gardienne du génome », cette protéine est indispensable au maintien
de l'intégrité cellulaire et de ses composantes. L’arrét du cycle cellulaire
provoque l'activation de la p53. Si la réparation est effectuée, le taux de
p53 revient a la normale avec reprise du cycle cellulaire. En revanche, si
les dommages subis par la cellule sont irréparables, la cellule entre en
apoptose ;

- en augmentant 'accumulation du Bax, également activé par la p53 ;

- en augmentant l'accumulation du PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen). Cette protéine a pour rbéle d’augmenter fortement Ila
processivité des ADN polymérases lors de la réplication de 'ADN ;

- en diminuant la cycline B1: protéine régulatrice impliquée dans
la mitose.

Selon ces mémes auteurs [458], la leptine stimulerait de maniére dose-

dépendante I'accumulation du PCNA (aux doses de 1 a 100 ng / mL),

cycline B1 (a 10 ou 100 ng / mL), Bax (a 10 ou 100 ng / mL) et PKA ou

Protein Kinase A (a des doses de 1 a 100 ng / mL) dans des cellules

ovariennes humaines en culture. Ces observations suggérent la capacité de

la leptine a contréler directement les fonctions des cellules ovariennes

humaines : prolifération, apoptose et PKA messager intracellulaire.

v' Pour Bilbao et al. [459], la leptine aurait un effet anti-apoptotique qui
dépendrait :

- de la dose du traitement : a faible concentration, la leptine semble jouer

un role protecteur contre le stress oxydatif, alors qu’a des concentrations

élevées, elle semble étre impliqguée dans la mort cellulaire ;


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seifer%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25193290
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.dz&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Mitosis&xid=17259,15700022,15700124,15700149,15700168,15700173,15700186,15700191,15700201&usg=ALkJrhhjFCEWpGimw5yDUJRcFPykNcrhbg

135

- du type de traitement : le traitement aigu par la leptine (sur des animaux
de 26 a 27 jours d’age : 5 injections de 5 pg toutes les 15 minutes, entre
7h & 18h puis sacrifice) active I'expression de la Caspace 3 mais pas le
Bax, Bcl2, ni le ROS (Reactive Oxygen Species). Ceci suggere que
I'activation de la Caspace 3 se fait par la voie de la mort du récepteur
plutét que par voie mitochondriale. Contrairement au traitement aigu,
administration quotidienne de leptine (a des rats de 22 jours:
3 Mg / j pendant 12 jours) a diminué I'expression ovarienne de Bax et la
Caspase 3, ce qui est cohérent avec le fait que ces animaux présentaient
un développement folliculaire plus important d’'une part, et que le tissu
ovarien directement exposé a des concentrations physiologiques de

leptine a provoqué I'augmentation de I'expression du Bcl2.

e FEtude descriptive des ovaires

L’étude histologique révéle une altération de la folliculogénése et une suspension

de l'ovulation chez les femelles adultes traitées par la leptine.

Nos résultats se rapprochent de ceux de I'étude de McFARLANE et al. [438] qui
montrent que la réduction des concentrations périphériques de leptine augmente
la sensibilité de I'ovaire aux gonadotropines et entraine I'ovulation (en présence
de concentrations non stimulantes de gonadotropines). Dans I'étude menée par
PANWAR et al. [437], les ovaires du groupe anti-leptine présentaient un nombre
significativement plus élevé de follicules primaires par section ovarienne,
suggérant une augmentation de la transition des follicules primordiaux vers les
follicules primaires apres traitement. De plus, les animaux traités avec un sérum
anti-leptine et des gonadotropines présentaient un nombre significativement plus
élevé de follicules de De Graaf dans leurs ovaires par rapport aux autres groupes.
Ces résultats indiquent que la réduction de la leptine dans la circulation favorise le
développement folliculaire chez les souris femelles, suggérant que la leptine

périphérique agirait comme un inhibiteur du développement du follicule ovarien.

La connaissance du rbéle de l'ovocyte dans le développement folliculaire est
récente [460,461]. Tout au long du développement folliculaire, I'ovocyte et les

cellules de la granulosa restent en contact étroit grace aux prolongements
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cytoplasmiques des cellules de la granulosa qui traversent la zone pellucide pour
s’apposer contre la membrane plasmique de I'ovocyte. Ce dernier, constitué au
cours de la vie fcetale est caractérisé par un noyau bloqué en prophase de la
premiere division meéiotique et un cytoplasme riche en ARN. Les OMI (Oocyte
Meiosis Inhibitors) proviennent des cellules de la granulosa et parviennent a
'ovocyte par le bais des gap-junctions [462] : il s’agit principalement du TGF-[3, de
'’AMH, de l'activine, de la follistatine et des Protéines G [210,463,464] :

- La leptine induirait la synthése et la libération du TGF-B par différents types
cellulaires et serait associée a I'expression du récepteur Ob-R et a
activation de la voie de transduction du signal JAK-STAT [465,466].
Au niveau ovarien, elle antagoniserait les effets stimulateurs du TGF- sur la
production d’cestrogénes FSH-dépendante par un mécanisme impliquant
latténuation induite par la leptine de [Iactivité P450 (aromatase)

et 'expression de ’ARNm dans la granulosa [467].

- Une autre étude récente a montré que le traitement par « siLeptine »
(Recombinant lentiviral interference vector of leptin) diminue la sécrétion de
I'cestradiol, de 'AMH, de I'|GF-1 et du TGF- mais augmente la sécrétion de

la progestérone ainsi que I'apoptose des cellules de la granulosa [468].

L’ovocyte est pourvu de GPR3 (G protein-coupled receptor) dont I'activation induit
la synthése de 'AMPc [463,464]. L'arrét méiotique est maintenu essentiellement
par un niveau élevé d’AMPc intra-ovocytaire qui transite des cellules de la
granulosa murale au cumulus et a I'ovocyte par les gap-junctions. In vitro, lorsque
le complexe ovocyte-cumulus est sorti du follicule, la reprise de méiose intervient
spontanément et serait due a 'arrét de I'apport de ’AMPc. La connexine 43 (Cx43
ou GJA1) constitue la protéine des jonctions communicantes la plus abondante
exprimée par le follicule ovarien, son expression est soumise au contréle des
gonadotropines : la FSH qui régule a la hausse ses niveaux, tandis que la LH les
diminue. In vivo, le pic pré-ovulatoire de LH induit la phosphorylation de la Cx43
ce qui conduit a interrompre la communication cellule - cellule au sein du follicule
ovarien, bloquant ainsi le passage de I'AMPc et interruption du couplage
métabolique entre les cellules folliculaires et I'ovocyte, induisant une diminution

des concentrations d’AMPc et par conséquent la reprise de la méiose [469]. La LH
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inhibe I'expression de Cx43 en réduisant sa vitesse de traduction, cet effet est
médié par la PKA et la MAPK [470,471].

Une étude a montré que la leptine pourrait réduire I'expression de la Cx43 et la
mort cellulaire au niveau cérébral a la fois in vivo et in vitro via la voie de
signalisation ERK1 / 2 et pourrait contribuer & la prévention et au traitement des
lésions cérébrales ischémiques et aux accidents cardio-vasculaires (AVC) [472],
elle pourrait intervenir de la méme maniere au niveau ovarien en régulant, en

fonction du taux de gonadotropines circulants, I'expression de la Cx43.

Par ailleurs, la leptine sérique, ’ARNm de la leptine intra-tumorale et les isoformes
d’Ob-R intra-tumoraux sont actuellement utilisés comme biomarqueurs tumoraux
et sont considérés comme étant de mauvais prédicteurs du pronostic chez les
individus cancéreux [473]. Un équilibre entre la leptine et l'adiponectine peut
également jouer un réle plus important dans la carcinogenése mammaire (en
rapport avec 'augmentation de I'cestradiol) puisque de faibles taux d’adiponectine
associés a une augmentation de la leptine augmentent le risque du cancer
mammaire [474,475].

Le CSF (Cytostatic Factor) est un facteur cytostatique responsable du maintien du
blocage de l'ovocyte au stade métaphase Il jusqu’a sa fécondation ou son
activation parthénogénétique. La reprise de la méiose correspond a un passage
entre le stade G2 et le stade M du cycle cellulaire, et repose sur I'activation du
MPF (Maturation-phase Promoting Factor) qui permet la phosphorylation de
différentes cibles (histone H1, lamine B et certaines protéines associées aux
microfilaments). L’activité du MPF diminue a 'anaphase | et la phosphorylation de
ses cibles est assurée par d’autres kinases (MAPK1 notamment). La méiose
s’accompagne de l'activation de la kinase AKT1 (serine-threonine protein kinase)
et de la déphosphorylation de la kinase PRKAC [210,476]. La leptine interviendrait
dans la maturation des ovocytes en activant la MAPK. Cette derniere appartient
elle aussi a la famille des protéines kinases sérine-thréonine qui interagissent
avec le MPF dans la méiose a l'aide de c-mos (Oocyte maturation factor Mos)
[477] qui joue un rdle crucial dans la morphologie normale du fuseau et des

chromosomes et dans la réactivation du MPF aprés la premiere méiose [478].


https://en.wikipedia.org/wiki/Serine-threonine_protein_kinase
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Une étude a montré que la leptine améliorait la maturation méiotique des ovocytes
bovins [479]. Cependant, les technologies RT-PCR (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction: technique couramment utilisée en biologie
moléculaire pour détecter I'expression de ’'ARN) n'ont pas permis la détection des
ARNm de la leptine dans les ovocytes humains ou murins, la présence de la
protéine suggeéere donc qu’elle doit étre produite ailleurs puis transportée dans
'ovocyte. Il existe des signes d’adsorption de la leptine sérique dans les tissus
ovariens, 'administration de leptine radioactive exogéne entraine en effet son
accumulation dans l'ovaire [454] et il est prouvé que les cellules somatiques
ovariennes présentent une source de leptine [362]. En utilisant la RT-PCR
quantitative, RYAN et al. [376] ont montré que la production totale d’ARNmM de
leptine ovarienne augmente considérablement 2h aprés I'administration d’hCG
(human Chorionic Gonadotropin), puis diminue jusqu’a atteindre des niveaux non
stimulés 7h plus tard. Les transcrits de la forme longue (Ob-Rb) et de I'une des
formes courtes (Ob-Ra) du récepteur de la leptine augmentent 9h apres
'administration d’hCG et ont tendance a diminuer aprés I'ovulation. Les follicules
isolés 9h aprés I'administration de 'hCG n’ont montré aucune augmentation de
’ARNmM du récepteur par rapport aux follicules isolés avant I'administration d’hCG.
La production de T ARNm des récepteurs LH diminue aprés administration d’'hCG
[480,481] et la culture des follicules pré-ovulatoires avec 'hCG n’affecte pas la
production d’ARNm des récepteurs de la leptine ou de la LH. Les variations dans
I'expression de ’TARNm des récepteurs a LH a travers le cycle sont principalement
dues a des changements dans I'expression des cellules de la granulosa de ce
gene [480]. Le fait que les niveaux des récepteurs de la leptine n’augmentent pas
dans les follicules cultivés in vitro et que les follicules pré-ovulatoires ne montrent
pas d’augmentation des niveaux des récepteurs aprés exposition a I'hCG
suggerent que 'augmentation observée dans I'ovaire n’est pas liée aux follicules
pré-ovulatoires (TARNm de la leptine étant pratiquement indétectable dans ces
follicules) mais plutét a d’autres cellules telles que les théques d’autres follicules,

les cellules endothéliales ou encore le stroma [376].

Les travaux portant sur I'expression de '’ARNmM dans les ovaires de rat montrent
qu'Ob-R peut étre important pour l'ovulation et/ou la lutéinisation. En effet, la
protéine Ob-Rb a été localisée :


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.fr&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/RNA&xid=17259,15700022,15700105,15700124,15700149,15700168,15700173,15700186,15700201&usg=ALkJrhgBOWzzQY2lGnJiW2JsNH-tS06KOw
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- a des niveaux élevés d’expression au niveau des cellules endothéliales des

vaisseaux sanguins de l'ovaire [376] ;

dans la vésicule germinale et le cytoplasme de I'ovocyte [376] ;

- a des niveaux variables dans la granulosa de nombreuses especes telles
que la souris [482], le porc [483], les bovins [375] et 'homme [363],
suggérant un effet direct de la leptine sur ces cellules ;

- au niveau des cellules thécales, avec des intensités semblant augmenter a
mesure que les follicules marissent, et ce parallélement a 'augmentation des
d’ARNm juste avant I'ovulation [376] ;

- dans les CJ provenant de follicules réecemment ovulés (production probable

du récepteur par les cellules de la granulosa lutéinisées) [376].

Chez la souris, des niveaux élevés d’Ob-R ont été retrouvés dans la couche
cellulaire des follicules pré-ovulatoires. D’autre part, le traitement avec de la
leptine exogéne augmente le taux de maturation ovocytaire dans les follicules
pré-ovulatoires cultivés in vitro [482]. L’expression d’Ob-Ra et d’Ob-Rb est induite
par le stimulus pré-ovulatoire de la LH dans les ovaires de rats [376]. DUPUIS
et al. [484] rapportent que I'abondance de 'ARNm d’Ob-Ra est supérieure a celle
d’Ob-Rb dans les cellules de la granulosa des follicules ovulatoires et semble

avoir un réle prédominant pendant la période péri-ovulatoire.

Les facteurs de transcription potentiels qui pourraient réguler I'expression d’Ob-R
dans les follicules ovulatoires comprennent le récepteur nucléaire 5A2 (NR5A2 :
Nuclear Receptor Subfamily 5 Group A Member) [485], le récepteur de la
progesterone [486] et le C/EBPB (CCAAT/ Enhancer Binding Protein beta) [487]
qui jouent un réle indispensable dans I'ovulation. De plus, 'abondance de TARNm
d’Ob-R est réduite chez les souris knock-out dépourvues de C/EBPa et C/EBPJ

dans les cellules de la granulosa [488].

La leptine augmenterait I'expression de la PTGS2 (prostaglandine-endoperoxyde
synthase 2 ou COX-2) dans plusieurs types de cellules in vitro [489-491]. Cette
enzyme est impliquée dans la conversion de I'acide arachidonique en PGH2 puis
en PGDE, PGE2 et PGF notamment. Cependant, les effets directs de la leptine

sur l'ovulation, étudiés a l'aide de modeles de superovulation, sont source de
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confusion avec un nombre tantét réduit, tantét accru d’ovulations chez le rat en

rapport avec la posologie de la leptine utilisée dans les traitements [454,492].

La production de leptine et de ses récepteurs est régulée de maniére autocrine
dans l'ovaire. En effet, les souris db/db et les rats fa/fa présentent un taux élevé
de leptine circulante qui peut étre attribuable & une absence de rétroaction induite
par le récepteur. L’augmentation de la production d’ARNm du récepteur
immédiatement aprés 'augmentation de la production d’ARNmM de leptine suggere
que la leptine peut également agir pour contrbler la production de ses propres

récepteurs via des actions a travers les récepteurs existants [376,493].

Les niveaux plasmatiques de leptine ne varient pas [494] ou diminuent juste avant
lovulation [495]. Des niveaux élevés d’ARNm du récepteur de la leptine
n’indiqguent pas nécessairement qu’il y aura une réceptivité amplifiée a
augmentation de la leptine observée immeédiatement avant I'ovulation [376]. Une
augmentation d’Ob-Ra peut étre nécessaire pour le transport de la leptine,
éventuellement dans I'ovocyte, puisqu’on sait que I'ovocyte ne peut pas produire
sa propre leptine, mais qu’il est capable de produire a la fois TARNm Ob-Ra et Ob-
Rb [496]. Ob-Ra pourrait étre impliqué dans le transport transmembranaire [497].

L’expression ovarienne de la leptine et de son récepteur, régulée par les
gonadotropines est maximale a 'ovulation d’ou son implication dans la maturation
des ovocytes, la rupture du follicule et la formation ultérieure du CJ [376,498,499].
La leptine cible ces cellules ovariennes pour affecter la stéroidogénese ainsi que
la phosphorylation de la tyrosine de STATS3, protéine intracellulaire majeure de
transcription du signal de la leptine dans les ovocytes au stade métaphase Il
[482,496,500-503].

La leptine produite dans l'ovaire interviendrait au moment de I'ovulation et/ou
immédiatement aprés I'ovulation via ses récepteurs fonctionnels dans toutes les
parties de I'ovaire, spécifiguement au niveau des vaisseaux sanguins, I'ovocyte

et les macrophages :

- La leptine pourrait affecter la folliculogenése par la régulation du flux sanguin

bY

périfolliculaire. Les récepteurs a la leptine étant exprimés sur les cellules
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endothéliales vasculaires, cela indiqgue son implication dans I'angiogenéese
[117,163], notamment pendant le développement du CJ ;

Elle pourrait affecter la maturation des ovocytes au moment de I'ovulation
[482]. In vitro, I'exposition de follicules de souris a de fortes concentrations de
leptine augmente la stéroidogénése folliculaire mais réduit la maturation des
ovocytes en métaphase Il [504]. Par ailleurs, des concentrations élevées de
leptine dans le liquide folliculaire ont été corrélées a une réduction de la
concentration intra-folliculaire d’oxygene chez les femmes subissant une
fécondation in vitro [505]. L’action localisée de la leptine sur le systeme
vasculaire périfolliculaire pourrait donc interférer avec I'apport en oxygene
et en substances régulatrices au follicule et ainsi entraver la maturation des
ovocytes [506,507]. La leptine et son récepteur ont également été retrouvés
dans I'endomeétre sécrétoire, dans lequel ils peuvent jouer un réle dans la
régulation de l'implantation embryonnaire et de la réceptivité endométriale
[508-511].

Au moment de l'ovulation, il existerait dans I'ovaire des niveaux élevés de
macrophages [512] qui sont recrutés dans les couches des cellules thécales
et dans les couches des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins
ovariens, et I'on sait que ces cellules expriment des récepteurs de la leptine
[513]. La leptine agirait sur les macrophages ovariens ou les monocytes
infiltrants en favorisant la production de cytokines. En effet, la leptine stimule
la prolifération, I'activation et la production de cytokines (en particulier le CSF2
et le G-CSF [513]), d’antagonistes des récepteurs de TNF-a et LIF,
et d’agonistes des récepteurs de I'lL-1 dans les monocytes humains circulants
[514,515]. Elle stimule par ailleurs la phagocytose qui se produit pendant le
remodelage tissulaire [516] ainsi que la phagocytose des macrophages
péritonéaux murins [513]. Il a été constaté que la fonction phagocytaire des
macrophages péritonéaux des souris ob/ob et db/db est diminuée et pouvait
étre corrigée par 'administration de leptine aux souris ob/ob (mais pas db/db),
indiqguant que les macrophages utilisent des récepteurs fonctionnels en
réponse a la leptine [516]. Rappelons que les macrophages sont abondants
dans le stroma et la theque au moment de l'ovulation [512] et interviennent
dans la rupture folliculaire [517]. Ces études indiquent clairement qu’a dose

physiologique, la leptine pourrait jouer un réle crucial dans la régulation des
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réactions inflammatoires de Il'ovaire qui sont intimement associées a

'ovulation et a la formation du CJ.

La déficience en leptine est responsable de l'altération de la folliculogénese par
atrophie folliculaire accrue pouvant causer linfertilité. Chez le rat, la transcription
de la leptine se produit dans les premiers stades du développement folliculaire
alors que la protéine leptine apparait uniguement dans les follicules matures [518]

et intervient dans la phase lutéale subséquente.

Pour BILBAO et al. [459], la leptine serait capable de moduler directement le
développement du follicule ovarien et en fonction de ses niveaux circulants, elle
peut exercer a la fois des effets stimulants et inhibiteurs sur le processus
ovulatoire. Elle peut moduler le processus de folliculogenése en altérant
directement la sensibilité de I'ovaire aux gonadotropines [519] et peut induire
I'expression de la transcription neuropeptidique du CART (médiateur intra-ovarien
responsable d’'un dysfonctionnement ovarien et d'une fertilité réduite liée a
'obésité) dans les cellules de la granulosa des follicules ovariens in vitro comme
in vivo, ce qui conduirait a une synthése plus faible d’cestradiol et I'altération de la
folliculogénese [520]. A concentrations sériques élevées, la leptine pourrait avoir
des effets inhibiteurs sur la folliculogenése et son contrdle, comme dans le cas de
l'obésité [521]. En effet, chez les souris obéses, la surcharge lipidique locale
conduit a une atrésie folliculaire avancée avec apoptose et défaut de
stéroidogénése. Les changements dans le métabolisme des lipides induisent une
augmentation du stress oxydatif et sont responsables de [|'anovulation
et d’infertilité [522]. Parallélement, linsuline en excés est a l'origine d’une
hyperandrogénie d’origine thécale qui engendre elle aussi une atrésie folliculaire

prématurée favorisant 'anovulation [523].

Pour DUGGAL et al. [398], I'administration in vitro comme in vivo de leptine
diminue le taux d’ovulations chez le rat par un effet direct sur I'ovaire, et les
niveaux des récepteurs d’ARNmM Ob-Rb ovariens chez cette espéce augmentent
au cours du metcestrus [524]. Par conséquent, la leptine intervient dans la
maturation ovocytaire et I'ovulation in vivo et in vitro indiquant que cette hormone

a des effets étendus dans I'environnement ovarien.
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Une accélération de la lutéinisation des cellules de la granulosa ainsi qu'une
vasodilatation des vaisseaux sanguins du tissu lutéal chez les femelles traitées
par la leptine ont également été constatées sur les coupes histologiques au niveau

ovarien.

La lutéinisation précoce des cellules de la granulosa est en rapport avec
I'élévation significative des niveaux de LH observée chez les femelles adultes
traitées par la leptine. En effet, alors que le follicule est en plein développement, le
taux élevé de leptine induit une élévation brusque du taux de LH responsable de
la lutéinisation rapide des cellules de la granulosa qui se transforment en cellules
lutéales synthétisant de la lutéine et élaborant de la progestérone avant méme
que l'ovulation n’ait eu lieu. Il en résulte une dégénérescence de I'ovocyte au sein
du corps lutéal nouvellement formé. Cette constatation est confirmée par le
résultat des dosages hormonaux et I'observation des frottis vaginaux qui révélent

essentiellement le stade postcestrus.

Notre résultat relatif a la lutéinisation précoce des cellules de la granulosa est
similaire a celui de GARCIA [525] qui rapporte en 2017 que la leptine serait
impliquée dans les processus développementaux et angiogéniques du tissu lutéal,
elle accélérerait le développement du tissu lutéal en augmentant la masse
tissulaire globale et formant une structure qui ressemble a un CJ mature au cours
des premiéres étapes de la lutéogénese. RAMIREZ et al. [526] rapportent la
méme année qu'une déficience en leptine Iutéale induite au cours du
développement et de la maturation du CJ altére l'architecture vasculaire en
augmentant le nombre de vaisseaux de grand diameéetre. En outre, les CJ
déficients en leptine présentent des morphologies anormales et sous-développées
et un rapport plus élevé de grosses cellules lutéales / petites cellules lutéales. Le

traitement par la leptine permet de corriger ces troubles.

L’angiogenése active survient apres la poussée de LH ovulatoire et le CJ devient
'une des structures les plus fortement vascularisées du corps. Un flux sanguin
adéquat fournit aux cellules lutéales une quantité importante de cholestérol
nécessaire a la synthése et a la libération de la progestérone dans la circulation
[527]. A létat normal, la vascularisation du CJ se produit par un processus

angiogénique ou les vaisseaux se forment & partir de réseaux vasculaires
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préexistants d’un follicule ovulé. Ce processus est régulé en partie par le VEGF, le
FGF2 et 'angiopoiétine 1 (Angl) notamment [528-530].

Des études in vitro ont montré que la leptine aurait un effet stimulant sur la
prolifération des cellules endothéliales [506] ainsi que la permeéabilité vasculaire,
et présenterait une action angiogénique en synergie avec le FGF2 et le VEGF
chez la souris [531]. Elle interviendrait dans le remodelage matriciel en régulant
'expression des métalloprotéases matricielles et de leurs inhibiteurs tissulaires

tout au long de 'ovulation et de la formation du CJ [164].

WILES et al. [532] rapportent eux aussi que la leptine régule a la hausse
'expression du VEGF, FGF2 et Angl dans les cellules lutéales de chevres
cultivées, mais cet effet stimulant est limité au début de la lutéogénése malgré une

expression lutéale soutenue de la leptine et de son récepteur dans le CJ mature.

Outre son effet angiogénique, I'effet vasodilatateur de la leptine est prouvé. En
effet, il a été démontré que la leptine induisait une relaxation vasculaire par
stimulation du NO dans des études utilisant des anneaux aortiques isolés de rats
[533,534]. La perfusion de leptine a également provoqué une vasodilatation de
I'artére brachiale [535] et de l'artere coronaire [536] chez des sujets humains non

obéses et en bonne santé.

Dans notre étude, l'analyse morphométrique des diametres des vaisseaux
sanguins chez les femelles témoins et chez les femelles traitées par la leptine

permettrait de confirmer I'effet vasodilatateur de la leptine au niveau ovarien.

> Dosages hormonaux

e Hormones gonadotropes

Le résultat des dosages des hormones gonadotropes montre que le traitement par
la leptine induit une augmentation des niveaux de la LH chez les femelles de
30 jours comme chez celles de 60 jours ainsi qu'une baisse des niveaux

plasmatiques de la FSH chez les femelles adultes comparées aux témoins.
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Le role direct de la leptine au niveau central a été démontré [56]. Les récepteurs
de la leptine ont été mis en évidence dans I'’hypothalamus et I'hypophyse,
et la leptine pourrait étre impliguée dans le contrdle de la sécrétion des
gonadotropines [14,537]. En effet, les souris males et femelles GABA neuron-
specific leptin receptor knock-out (souris génétiguement modifi€es pour inactiver
un ou plusieurs genes dans les cellules souches embryonnaires dont elles sont
issues) montrent un début de puberté significativement retardé [538]. De méme
que les souris femelles dépourvues de récepteurs fonctionnels de la leptine dans
les neurones GABAergiques ont un hypogonadisme hypogonadotrophique [539].
Les souris adultes avec Ob-R knock-out montrent elles aussi une diminution de la
fécondité. Ces résultats suggerent que la leptine joue un rdle crucial dans le
déclenchement de la puberté et intervient dans la régulation de la fécondité faisant
intervenir les neurones GABAergiques. Par conséquent, les afférences
GABAergiques integrent des signaux métaboliques pour la livraison aux neurones
a GnRH [308].

Des niveaux spécifiques de leptine seraient nécessaires pour maintenir une
fonction ovarienne normale. A faible concentration, la leptine accélére la pulsatilité
de la GnRH au niveau hypothalamique. En effet, les études in vitro ont montré que
des taux de leptine de I'ordre de la nanomole stimulaient la sécrétion de la GhRH
a partir des extraits d’éminence médiane et d’ARC [366]. En revanche, des
concentrations en leptine de l'ordre de la micromole avaient un effet inverse.
De méme que MAGNI et al. [365] ont remarqué que la sécrétion de la GnRH était
stimulée par de faibles concentrations en leptine (1012 et 101 M) mais pas par
des concentrations plus élevées (108 M) sur une lignée cellulaire de neurones

sécrétant la GnRH (GT1-7) et exprimant le récepteur Ob-R.

Dans l'étude publiée en 2019 par RAMOS-LABO et al. [540] portant sur les
conséquences a long terme de I'absence de signalisation de la leptine au début de
la vie sur des souris knock-out pour le gene Lep-R (Ob-R), certains défauts
précédemment considérés comme irréversibles en raison d’un déficit néonatal de
signalisation par la leptine, notamment le développement médiocre des
projections neuronales du noyau arqué, ont été retrouvés par réactivation de

Lep-R a I'dge adulte. Cependant, une déficience en Lep-R au début de la vie a
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entrainé une obésité irréversible via la suppression de la dépense énergétique. La
réactivation de Lep-R a l'dge adulte a également entrainé une réduction
persistante de I'expression des ARNm hypothalamiques de la POMC, du CART
et de la PRLH (Prolactin Releasing Hormone), ainsi que des anomalies du
systeme reproducteur et de la croissance du cerveau. Ces résultats suggérent que
des défauts précoces de signalisation par la leptine au début de la vie altérent de
maniére permanente ’homéostasie énergétique, le systeme mélanocortine, ainsi

gue le développement du cerveau et la reproduction.

Chez le méale comme chez la femelle, l'injection de leptine a des souris ob/ob
provoque la maturation de l'axe hypothalamo-hypophysaire et du systeme
reproducteur avec augmentation des concentrations plasmatiques de la FSH et de
la LH, et ces souris sont capables de mener a bien une gestation, seules des
anomalies partielles de lallaitement ont été rapportées [168,439]. Les doses
utilisées par BARASH et al. [439] sont de 50 pg de leptine sous forme d’injections
de 0.5 mL par voie intrapéritonéale 2 fois / jour pendant 14 jours. L’existence d’'un
taux plasmatique élevé de leptine chez les jeunes femelles comme chez les
jeunes méales pourrait refléter une certaine résistance a la leptine qui permettrait
de maintenir un bon niveau de prise alimentaire nécessaire a la croissance, ce qui

empécherait la survenue d’une puberté trop précoce [541].

Cependant, le traitement par la leptine de souris db/db qui présentent les mémes
troubles de la reproduction que les souris ob/ob ne semble pas modifier 'appétit,
ni restaurer la fertilité puisqu’elles sont déficientes en récepteurs Ob-R. Ces
mémes mutations homozygotes du gene codant pour le récepteur a la leptine ont
été décrites chez I'espéce humaine avec une obésité sévére, une absence
d’apparition de la puberté, une aménorrhée primaire chez les filles et un
hypogonadisme cliniqgue chronique chez les hommes (absence de barbe, défaut
de pilosité pubienne et axillaire, taille réduite des organes reproducteurs) avec des
sécrétions gonadotropes de type pré-pubertaire [542]. Par ailleurs, un récepteur
Ob-R fonctionnel est nécessaire a la maturation sexuelle puisque les filles
présentant une mutation homozygote du géne db possédent un récepteur de
leptine tronqué de ses domaines transmembranaire et intracellulaire, avec

absence de puberté, une atrophie des glandes mammaires, une pilosité pubienne
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clairsemée, une aménorrhée ainsi que des valeurs anormalement basses (du taux
de base et apres stimulation par 'hCG) de I'cestradiol, de la LH et de la FSH [543].

Dans une autre étude, 'administration de leptine recombinante pendant 12 mois a
un enfant de 9 ans souffrant d’'une déficience congénitale en leptine a permis une
réduction significative du poids et de la masse adipeuse ainsi que I'apparition
d’'une sécrétion pulsatile nocturne de gonadotropines caractéristique d’une

puberté précoce [358].

La nutrition peut elle aussi influencer les niveaux des gonadotropines en agissant
sur le systeme reproducteur femelle par le biais de la leptine et de l'insuline, ce qui
altere la biodisponibilité de I'cestradiol et de la testostérone, en affectant la
production de la SHBG (Sex Hormone-Binding Globulin) & partir du foie. L’insuline
peut également agir directement sur I'ovaire. En effet, lors de sous-nutrition, la
sécrétion de leptine baisse, ce qui induit une baisse de la GnRH et une réduction
conséquente de la LH et de la FSH. L’absence de ces hormones se traduit par un
manqgue de développement folliculaire, I'absence de stéroides sexuels et une
absence d’ovulation. D’autre part, les injections de leptine a des souris normales
sous alimentées présentant une baisse des concentrations de LH et de FSH et un
allongement de Tlintervalle cestrus-cestrus, permettent de rétablir des
concentrations normales de gonadotropines ainsi qu’une cyclicité normale [56].
L’absence, dans cette expérience, d’effets sur les concentrations d’insuline,
d’acides gras libres et d’hydrates de carbone suggére un réle direct de la leptine

au niveau central.

En revanche, chez les femmes obéses et/ou atteintes du SOPK (Syndrome des
ovaires polykystiques), 'augmentation du nombre d’adipocytes se traduit par une
cascade de changements impliquant des taux de leptine et d’insuline élevés avec
augmentation des niveaux de la LH mais pas ceux de la FSH. Dans le SOPK, les
ovaires sont hypertrophiés et contiennent des petits kystes, correspondant a des
follicules qui ne se sont pas développés et qui n'ont pas ovulé. Le taux élevé de
LH est responsable de I'augmentation de la production d’androgénes pouvant
causer l'apparition d’acné, de 'embonpoint et de I'hirsutisme. Nos résultats sont
comparables a ceux constatés dans le cas dobésité ou du SOPK avec

anovulation et augmentation du taux de LH mais pas celui de la FSH.
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Dans une étude réalisée sur des souris, BROTHERS et al. [544] ont démontré que
chez les patientes obéses et infertiles, I'hypophyse étant hypersensible a
l'insuline, le taux de LH est fortement augmenté, et il a été démontré qu’une
hypersécrétion de LH et une augmentation du rapport LH/FSH chez ces patientes
sont défavorables a la folliculogénése [545-547]. Ces changements vont stimuler
le développement partiel des follicules qui sécrétent des niveaux supranormaux de
testostérone, mais qui ovulent rarement de par le faible taux de progestérone
[548]. GRODSTEIN et al. [549] ont eux aussi démontré une prévalence plus

élevée d’infertilité anovulatoire chez les femmes obéses.

e Hormones stéroidiennes

Les dosages des hormones stéroidiennes révélent chez les femelles adultes
traitées par la leptine, un taux d’cestradiol similaire a celui des animaux témoins.
Une augmentation non significative du taux de progestérone est cependant
observée aussi bien chez les femelles immatures que chez les femelles adultes

apres traitement par la leptine comparées aux témoins.

Le systeme IGF constitué des IGF-1, IGF-2, leurs récepteurs, leurs protéines de
liaison (IGFBPs : Insulin-like Growth Factor-Binding Proteins) et des protéases
spécifiques des IGFBPs, intervient dans la croissance folliculaire avant la phase
gonadotropines dépendante ou les IGFs, en stimulant la production des
cestrogénes, amplifient I'action de la FSH sur les cellules de la granulosa [550].
Lors de malnutrition, des diminutions importantes des taux de leptine, d’insuline,
d’'IGF-1 et d’'IGFBP-3 sont observées [551].

La plupart des études qui ont porté sur les effets de la leptine sur la
stéroidogénése au niveau des cellules de la granulosa ont été réalisées in vitro
et ont révélé des résultats contradictoires, en rapport avec les doses de leptine
utilisées dans les différentes études, allant de 1 a 100 ng / mL. En fonction de la
dose administrée, la leptine pourrait moduler I'activité de 'aromatase de maniére
positive ou négative, en inhibant les effets synergiques de I'lGF-1 et de la FSH sur
la production d’cestradiol [375,552-554]. En effet, la leptine inhiberait
laugmentation de la stéroidogénese par I'lGF-1 dans la granulosa et les cellules

thécales humaines, et les cellules de la granulosa du rat [501,555] par un
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mécanisme dépendant de TAMPK [498,500] comme pour la maturation ovocytaire.
Cette inhibition « dose-dépendante » par la leptine de la synthése de I'cestradiol
en réponse a la stimulation par la FSH et I'lGF-1 dans des cellules de granulosa
cultivées, suggere un role paracrine de I’hormone [506,555]. En effet, I'incubation
de cellules humaines de la granulosa avec des concentrations de leptine de :
10 et 100 ng / mL inhibe la production d’cestradiol stimulée par la FSH et I'lGF-1
[363]. La leptine supprime par ailleurs 'augmentation d’IGF dans la synthese de

'androstenedione, stimulée par la LH au niveau des cellules thécales [501].

Méme si l'augmentation de la sécrétion de leptine est associée a une
augmentation simultanée prolongée des concentrations nocturnes de GH et de
I'IGF-1 avant l'installation de la puberté (ce qui correspond au pic nocturne de LH)
[370], la leptine peut réguler la production hépatique d’IGF-1 indépendamment de
la GH [556]. Dans des cellules de la granulosa humaine cultivées, la leptine agit
directement pour inhiber la production (basale ou stimulée par la FSH) d’cestradiol
(20 ng / mL et 100 ng / mL de leptine) et de progestérone (20 ng / mL de leptine),
alors qu’a la dose de 100 ng / mL, la leptine réduit de maniere significative la
production de progestérone basale mais pas celle stimulée par la FSH. Ce résultat
suggere la possibilité que les taux élevés de leptine circulante chez les sujets

obeses puissent compromettre la fertilité par des mécanismes périphériques [557].

Chez les bovins, des études menées in vitro rapportent que la leptine inhibe la
production des hormones stéroidiennes par les cellules de la theque et de la
granulosa. En effet, la leptine inhibe la production de progestérone et d’cestradiol
(induite par linsuline par les cellules de la granulosa) et la production de
progesterone et d’androsténedione (induite par l'insuline par les cellules thécales),
et augmente la prolifération des cellules thécales (induite par [Iinsuline)
[375,500,558].

Alors que chez les bovins la leptine inhiberait la production d’cestradiol, elle
semble avoir un effet inverse chez le lapin [559]. Pour la progestérone, des effets
bimodaux dose-dépendants ont été démontrés dans les cellules de la granulosa

porcines [483].

Chez la brebis, 'immunisation passive contre la leptine entraine une augmentation

aigué de la sécrétion d’oestradiol ovarien mais est sans effet sur les
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concentrations de gonadotropines, l'ovulation ou la fonction lutéale suivante.
A Tlinverse, la perfusion de l'artére ovarienne avec une faible dose de leptine
entraine une diminution aigué de la sécrétion d’cestradiol ovarien tandis que la
dose élevée, qui induit des concentrations supraphysiologiques de leptine, n’a
aucun effet sur la production d’cestradiol. Les deux doses induisent une
augmentation des concentrations de progestérone au cours de la phase lutéale
ultérieure [560].

Chez 'homme, a concentration sérique physiologique, la leptine stimulerait la
stéroidogénése dans les cellules de la granulosa et de la théque [501,561]. Cet
effet semble inversé pour une concentration supérieure a 10 ng / mL avec une
baisse importante du nombre d’ovulations par un effet direct sur I'ovaire [398].
A concentration supraphysiologique et a une dose donnée, la leptine pourrait ainsi
étre responsable de I'anovulation en inhibant la production d’cestradiol interférant

avec le développement des follicules dominants et la maturation ovocytaire [562].

DUGGAL et al. [398], quant a eux, ont montré que I'administration de leptine, bien
gu’elle diminue le nombre d’ovulations a la fois in vivo et in vitro chez la ratte, elle
n’influe pas sur les niveaux des stéroides. Leur protocole a consisté en
'administration de leptine (30 pg a 3 heures d’intervalles pendant 15h) a des
femelles immatures stimulées a I'aide de gonadotropines, ce qui a provoqué une
diminution significative des ovulations in vivo, de 15.9 + 2.0 ovocytes chez les
femelles témoins a 5.3 £ 1.6 ovocytes dans le groupe traité par la leptine. Les taux
plasmatiques de progestérone et d’cestradiol analysés immédiatement avant
'ovulation n’ont montré aucune différence significative chez les femelles traitées.
Toujours dans la méme étude, le traitement in vitro par la leptine en association
avec la LH dovaires entiers stimulés par la FSH a diminué de maniére
significative les ovulations de 5.7 + 1.6 (pour les ovaires traités avec la LH seule) a
1.3 £ 0.6 (pour ceux traités avec la LH + 1 pug / mL de leptine) et la aussi, la

progestérone comme cestradiol non pas été affectés par le traitement a la leptine.

Les hormones stéroidiennes ovariennes pourraient elles aussi affecter les
concentrations plasmatiques de leptine par leur action sur le tissu adipeux :

I'cestradiol favoriserait la réplication des cellules adipeuses en culture [563] qui
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constituent un compartiment endocrinien dynamique et qui sont influencées par
I'expression biologique des cestrogénes [564]. Néanmoins, les études concernant
les effets des stéroides sexuels sur la sécrétion de leptine restent divergentes de
par les protocoles tres différents utilisés dans les expériences : LIN [565] rapporte
que les variations normales du taux d’cestradiol et de progestérone au cours du
cycle menstruel de la femme sont sans incidence significative sur le taux de
leptine circulante. AJALA et al. [566] rapportent quant a eux une augmentation
significative des taux sériques de leptine au jour 14 (phase ovulatoire) et au jour
21 (phase lutéale) du cycle menstruel indiquant que I'cestradiol et la progestérone
pourraient jouer un réle important dans la régulation de la libération de la leptine
pendant le cycle menstruel normal, résultat en accord avec celui de I’étude menée
par HARDIE et al. [567] qui rapportent que les niveaux circulants de leptine
augmentent pendant la transition de la phase folliculaire a la phase pré-ovulatoire
(le pic étant atteint a la phase lutéale, valeurs plus de 1.5 fois supérieures a celles
observées dans la phase folliculaire) et coincident avec I'élévation du taux sérique
de progestérone, suggérant un effet stimulant de la progestérone qui pourrait étre
responsable des fluctuations des taux de leptine durant le cycle menstruel.
De méme que LUDWIG et al. [568] rapportent dans leur étude une variation
considérable des niveaux de leptine tout au long du cycle menstruel, avec des
niveaux plus élevés dans la phase mie-lutéale plutét que dans la phase folliculaire.
Pour ELBERS et al. [569], les cestrogénes stimuleraient la sécrétion de leptine
tandis que les androgenes auraient un effet inverse. Pour d’autres auteurs, les
cestrogénes et la progestérone n'ont pas d’effet majeur sur la sécrétion de cette
adipokine [570-572].

Le 17 B-cestradiol augmenterait la synthese de 'ARNm de la leptine et des
protéines dans les adipocytes [573]. Il peut également moduler I'expression
d’Ob-R [88], éventuellement a travers un élément putatif sensible aux cestrogénes
dans le promoteur du gene Ob-R [574]. Le déreglement des Ob-R / leptine jouerait
un rdle dans le développement d’une grande variété de tumeurs malignes
notamment le cancer mammaire en rapport avec les niveaux d’cestradiol [473]. En
effet, dans les cellules MCF-7 (Michigan Cancer Foundation - 7 : lignée de cellules

tumorales mammaires), il a été démontré que la leptine induisait I'expression des


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ajala%20OM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23853617
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lign%C3%A9e_cellulaire
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génes de l'aromatase, augmentant l'activité de cette enzyme et amplifiant la

synthése des cestrogénes [554].

L’augmentation du taux de progestérone constatée dans notre étude suite au
traitement par la leptine serait liée a 'augmentation rapide des niveaux de la LH
qui :
- inhiberait la CYP17A1 (au niveau des cellules lutéales) [575] stimulée par
l'insuline [576] ;
- amplifierait la CYP11Al et la HSD3B2, par le biais du systeme Adényl-
cyclase / AMPc / Protéines kinases, favorisant la production de la

progestérone [577].

Dans leur étude, BILBAO et al. [578] ont montré que la leptine était capable de
réguler I'expression de la protéine HSD3B2 d’'une maniere dose-dépendante.
En effet, le traitement aigu par la leptine (qui inhibe le processus ovulatoire)
entraine une réduction significative de I'expression ovarienne de CYP11A1l sans
modification de StAR ou de HSD3B2. En revanche, le traitement quotidien (qui
induit le processus ovulatoire) montre une augmentation de I'expression de la
protéine HSD3B2 ovarienne, sans différence dans les autres protéines mesurées.
Ces chercheurs ont également constaté que la leptine augmentait les protéines
CYP11A1l et HSD3B2 a des niveaux physiologiques et inhibait a la fois TARNmM
et la protéine HSD3B2 a des concentrations plus élevées. Les résultats de ces
travaux indiquent que la leptine semble exercer ses doubles effets sur la synthése
de la progestérone de maniere dose-dépendante.

Outre la progestérone qui bloque la synthése des cestrogénes, les cellules
lutéales sécrétent de l'inhibine qui atténue la sécrétion de la FSH [249]

et augmente celle de la LH par la theque interne du follicule dominant [579] :

- La progestérone constitue un facteur de survie pour le CJ et s’oppose a la
lutéolyse chez la ratte [248], la lapine, la chienne, le singe et la femme [580].
La lutéolyse est liée a la réduction de l'activité stéroide déshydrogénase
(HSD3B2) des cellules Iutéales et est indépendante des hormones
gonadotropes, puisque l'injection pulsatile de GnRH ou de LH au cours de la
phase lutéale n’empéche pas la lutéolyse spontanée [244], de méme que chez

de nombreux mammiféres (a I'exception des primates), I'hystérectomie
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réalisée pendant la phase lutéale prolonge la durée du CJ. En revanche, si un
extrait endométrial est excisé et réinjecté a I'animal, la lutéolyse s’opéere gréce
a la PGF2q [224]. Les changements dans I'expression du gene de la leptine
signalés au stade Iutéal du cycle cestral peuvent étre attribués a cette
prostaglandine en rapport avec I'élévation de la progestérone [581]. Au niveau
du CJ, la leptine régule le processus de lutéolyse en contrélant la libération de
la PGF2qa et de la progestérone. L'étude menée par ZERANI et al. [582]
soutient un réle lutéolytique permissif de la leptine chez le lapin en utilisant la
voie JAK pour augmenter la PGF2q, la MAPK et la PDE (Phospholipase D)
spécifique de I'’AMPc pour diminuer la progestérone. Selon ces mémes
chercheurs, l'oviducte pourrait lui aussi étre une cible potentielle pour la
régulation endocrinienne par la leptine, dont les taux circulants peuvent agir
comme un signal métaboligue modulant la libération des prostaglandines au
niveau des oviductes par la médiation du systtme NOS / NO. En effet, la
leptine et le NO inhibent la libération de la PGE2 mais augmentent celle de la
PGF2.. De méme que l'inhibiteur de la NOS seul ou avec la leptine augmente
la production de la PGE2 et diminue celle de la PGF2q [583].

L’inhibine limiterait de maniére autocrine la conversion des androgenes en
cestrogénes en agissant sur l'aromatase [584]. Au niveau périphérique,
'augmentation de I'inhibine inhibe la sécrétion de la FSH et ainsi la croissance
d’autres follicules. La croissance du follicule dominant en I'absence de FSH
est néanmoins possible grace a I'lGF-1 synthétisé en quantité importante par
ce follicule. L’IGF-1 amplifierait l'effet de la FSH [585] et stimulerait
'aromatisation des androgenes en cestrogenes [586]. L'cestradiol ainsi produit
stimulerait en retour la production dIGF-1. Ce double rétrocontréle
expliquerait I'augmentation rapide de |'cestradiol dans le follicule dominant
mais pas dans les follicules dominés qui ne disposent pas de ce mécanisme
compensatoire et sont voués a l'atrésie [587]. L’inhibine est régulée chez les
rongeurs par la leptine in vivo, et par I'insuline, le lipopolysaccharide (LPS)
et la dexaméthasone in vitro [588]. Chez la femme, des concentrations
élevées de leptine in vivo ne sont pas associées a une altération de la
sécrétion de Il'cestradiol, ni des inhibines A et B pendant la stimulation
ovarienne [589].
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La leptine stimulerait la libération de la prolactine. In vitro, ses actions se
produisent en partie grace a la stimulation de ERK1 / 2 [590]. Les concentrations
supraphysiologiques en leptine pourraient renforcer I'effet de la PRL sur les
stéroides. L’implication de la PRL dans la sécrétion de leptine a été démontrée,
et la présence de récepteurs fonctionnels de la prolactine dans le tissu adipeux
suggere un rble important de cette hormone dans la thermorégulation et la
balance énergétique. En effet, la PRL potentialise I'effet de [linsuline en
augmentant significativement I'expression de la leptine [591]. Dans l'ovaire, la PRL
augmente dans le liquide folliculaire au cours de la maturation des follicules puis
diminue juste avant l'ovulation. La PRL interviendrait dans la maturation des
follicules en inhibant la production d’cestradiol (en inhibant I'activité de 'aromatase
stimulée par la FSH). Les effets de la PRL sur la formation et le maintien du CJ
sont multiples (Cf. Chapitre 2). Chez la ratte, la PRL maintient le taux des
récepteurs de la LH et de l'cestradiol dans les cellules de la granulosa. Elle
participerait a la croissance du CJ en stimulant la synthese protéique globale au
niveau des cellules lutéales. En effet, la PRL stimule la déphosphorylation du
facteur d’élongation 2 (EF2) qui, déphosphorylé, catalyse la translocation des ARN
de transfert vers les ribosomes et active le processus d’élongation peptidique.
La PRL stimule la production de progestérone en augmentant la synthese des
récepteurs des HDL (High Density Lipoprotein) et en stimulant [lactivité
cholestérolestérase 3 B-ol-déshydrogénase. Par ailleurs, elle inhibe I'expression
du géne de la 20 a-HSD (20 a-hydroxysteroid dehydrogenase) responsable de la
conversion de la progestérone en son dérivé 20 a hydroxylé, inactif chez les

mammiféres [354].

Enfin, LV et al. [592] ont démontré pour la premiere fois en 2019 que la
mélatonine régulait positivement le niveau de leptine chez la souris et la truie.
Chez la souris, le blocage de la voie de signalisation de la mélatonine via
I'inhibition de son récepteur MT1 entraine une réduction du niveau de leptine, une
faible sécrétion d’hormones stéroidiennes et une réduction de la taille de la portée.
Un supplément de leptine améliore I'ovulation et rétablit le niveau des hormones
stéroidiennes chez les souris MT1 -/-. Chez la truie, la suppression de la leptine
n’affecte pas la production de mélatonine, mais réduit significativement les taux de

FSH, LH et 17 B-cestradiol et augmente le taux de progestérone, de méme que le
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traitement a la mélatonine augmente la production de leptine chez les truies

Leptine -/-.

Le réle de la leptine dans la fonction de la reproduction ne se limiterait pas a
I'ovaire puisque les récepteurs Ob-R ont également été mis en évidence au niveau
des blastocystes, de 'endometre, du placenta, du systeme immunitaire maternel
et des tissus foetaux [593], ainsi qu’au niveau des cellules épithéliales mammaires.
Ceci permet de suggérer que cette adipokine pourrait également avoir un role
physiologique dans l'implantation de I'ceuf fécondé [508,594-597], qu’elle serait
un modulateur de la fonction endocrinienne placentaire [598-603] et quelle
interviendrait dans la croissance fcetale intra-utérine [604—607] et néonatale [608]

ainsi que dans la lactation [609-613].
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CONCLUSION

La leptine injectée a la dose de 8 pug / 100 g de poids corporel quotidiennement
pendant une période de 5 jours par voie intrapéritonéale ne semble pas influencer
I'évolution du poids corporel et le systéeme reproducteur chez les rats femelles
Wistar de 30 jours, en raison probablement de I'absence de synthése de ses
récepteurs au niveau du systeme étudié. Elle semble néanmoins avoir un effet sur

I'apoptose cellulaire a cet age.

A 60 jours, la leptine interviendrait dans la régulation des poids corporel
et ovarien, de la folliculogenése ovarienne, du processus ovulatoire et de la
lutéogénése par le contrdle de I'hormone lutéinisante (LH), de I’hormone folliculo-
stimulante (FSH) et de la progestérone. En effet, la leptine provoque une
diminution du poids corporel et une accélération de la maturation du follicule au
niveau de l'ovaire par diminution du niveau de la FSH et augmentation du taux
circulant de LH (et donc par augmentation du rapport LH / FSH) induisant une
lutéinisation précoce des cellules de la granulosa avec formation d’un corps lutéal
n’ayant pas fait suite a une ovulation normale mais ressemblant a un corps jaune
et produisant de la progestérone. Elle semble par ailleurs induire une
vasodilatation capillaire au niveau du tissu lutéal. La leptine ne semble néanmoins

pas avoir d’effet sur les taux circulants d’cestradiol a la dose utilisée.

L’ensemble des résultats obtenus par la présente étude montrent que la leptine
interviendrait dans la régulation de I'axe hypothalamo-hypophyso-ovarien en
modulant la stéroidogénése ovarienne in vivo chez le rat Wistar femelle.
A concentration sérique supraphysiologique, elle semble altérer la folliculogenese,
le processus d’ovulation et la Iutéogénese. Ceci suggéere que la leptine
représenterait un systéme de régulation alternatif par lequel I'état nutritionnel peut
réguler la fonction reproductive femelle. L’expression des récepteurs Ob-R sur les
structures ovariennes se produirait probablement entre 30 et 60 jours d’age.
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PERSPECTIVES

Dans la poursuite de ce travail, les applications possibles des résultats obtenus

nous ouvrent les perspectives suivantes :

v

v

Etude histologique des utérus et des vagins ;

Localisation par immunohistochimie des récepteurs a la leptine tout au long

du systéme reproducteur, y compris au niveau des cellules germinales ;

Etude des paramétres biochimiques : glycémie et insulinémie notamment,

et chez les bovins le dosage des B-Hydroxybutyrates (BHB) ;

En médecine vétérinaire, les échecs obtenus avec I'insémination artificielle
et le transfert embryonnaire en rapport avec l'infertilité notamment chez la
vache laitiere sont rapportés et représentent des pertes économiques
considérables, l'objectif de chaque éleveur étant d’obtenir un veau par
vache et par an. Le dosage de la leptinémie, de la testostéronémie et de la
prolactinémie serait par conséquent intéressant chez les femelles
présentant une infertilité et ce, en fonction des variations alimentaires

et environnementales ;

Enfin, le volume de leptine a tester étant calculé en fonction du poids
corporel de I'animal, les expérimentations sur les grands animaux restent
colteuses. Une meilleure compréhension du blocage de l'ovulation et de
I'altération de la folliculogénese serait cependant envisageable in vitro sur

des cultures d’ovocytes.
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APPENDICES

APPENDICE A : Liste des symboles et des abréviations

Mg : Microgramme

pL . Microlitre

3V . 3eme Ventricule

ACTH . Adénocorticotrophine ou Hormone corticotrope

ADN . Acide désoxyribonucléique

AGMI . Acides gras monoinsaturés

AGPI . Acides gras polyinsaturés

AgRP . Agouti-related peptide

AGS . Acides gras saturés

AK-STAT . Janus Kinases-Signal Transducers and Activators of

Transcription

AKT1 . serine-threonine protein kinase ; Alias AKT, PKB, PRKB
AMH . Anti-Mullerian Hormone ; Alias MIS

AMP : Adénosine monophosphate

AMPc : Adénosine Monophosphate cyclique ou AMP cyclique
AMPK : AMP-activated protein kinase

ARC : Noyau arqué

ARN . Acide ribonucléique

ARNmM . Acide ribonucléique messager

BDNF . Brain-Derived Neurotrophic Factor

BHE . Barriere Hémato-Encéphalique

BMP15 : Bone Morphogenetic Protein 15 ; Alias GDF9B
C/EBPa : CCAAT / Enhancer Binding Protein alpha

C/EBPfB : CCAAT / enhancer-binding protein beta

CART : Cocaine- and amphetamine-regulated transcript


https://en.wikipedia.org/wiki/Serine-threonine_protein_kinase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ad%C3%A9nosine_monophosphate

CJ
CHU
COS-7
cpm
CREB1
CRH

CSF
Cx43
CYP11A1

CYP17A1

CYP19A1

db/db

DMH
E

E2
eCG
EGF
ERK
ESM

ESTR-US-CT

fa/fa

FGF
FSH

g
GABA
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: Corps jaune

: Centre Hospitalo-Universitaire

: CV-1in Origin with SV40 genes (COS-7 Fibroblast-like cells)
. concentration par min

: CAMP Responsive Element Binding protein 1; Alias CREB

. Corticotropin Releasing Hormone; Alias CRF : Corticotropin

Releasing Factor

. Cytostatic Factor
: Connexine 43 ou GIA1 (Gap junction alpha-1 protein)
: Cytochrome P450, Family 11, Subfamily A, Polypeptide 1;

Alias P450scc (side chain cleaving)

: Cytochrome P450, Family 17, Subfamily A, Polypeptide 1;

Alias P450C17, P450 17a-hydroxylase, 17,20-lyase, 17,20
desmolase

: Cytochrome P450, Family 19, Subfamily A, Polypeptide 1;

Alias Aromatase, P450Aro

. Souris diabétique présentant un défaut dans le géne db

codant pour le récepteur de la leptine

: Dorsomedial hypothalamic nucleus : Noyau dorso-médian
. Groupe ou femelle expérimental(e) traité(e) par la leptine
. CEstradiol

. equine Chorionic Gonadotropin

. Epidermal Growth Factor

. Extracellular-Regulated Kinase

. Erreur Standard a la Moyenne ou SEM : Standard Error of the

Mean

. Trousse pour le dosage du 17 B-cestradiol

. Rat Zucker obese (fat) présentant une déficience dans la

transduction du signal de la leptine

. Fibroblast Growth Factor
. Folliculo-Stimulating Hormone
: Gramme

: Acide y-aminobutyrique



GALP
G-CSF
GDF9
Gene db
Geéne ob
GH
GHIH

GnRH

GPR3
hCG
HDL
hGH
HSD3B2

IGF
IGFBP
IL

IMC
IRMA
IRS
JAK
kb
kDa
LCS
LH
LHA
LHCGR
LIF

M
MAPK
MBH
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: Galanine-like peptide

: Granulocyte Colony Stimulating Factor

: Growth Differentiation Factor 9

. code pour le récepteur a la leptine

: code pour la leptine

: Growth Hormone ou Hormone de Croissance

: Growth Hormone Inhibiting Hormone ; Alias SRIF

(Somatotropin release inhibiting Factor ou somatostatine

: Gonadotropin Releasing Hormone ou LH-RH : Luteinizing

Hormone Releasing Hormone

: G Protein-coupled Receptor

: human Chorionic Gonadotropin
: High Density Lipoprotein

: human Growth Hormone

. hydro-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta-and steroid delta

isomerase 2 ; Alias HSDB3, 33-HSD

. Insuline-like Growth Factor

. Insulin-like Growth Factor-Binding Protein

. Interleukine

. Indice de Masse Corporelle

. Dosage radioimmunomeétrique

. Insulin-Receptor Substrate

. Janus kinases

. kilobase

. kilodalton

. Liquide Cérébro-Spinal ou LCR : Liquide Céphalo-Rachidien
. Luteinizing hormone

. Lateral hypothalamic area : Aire hypoyhalamique latérale

. luteinizing hormone / choriogonadotropin receptor ; Alias LHR
. Leukemia Inibitory Factor

: Mole

. Mitogen-Activated Protein Kinase

: Partie médiobasale de I'hypothalamus



ME

mL
MMP
MPF
MPGF
ng
NK-SAPK
nmol
NO
NOS
NPY
NR5A2

NS
ob/ob

Ob
Ob-R
OMI
P4
PAF
PC
PCNA
Pg

PG
PDE3
PI3K
PKA
PLC
pmol
POMC
PPARg
PRKAC

161

: Eminence médiane

. Millilitre

. Matrix metalloproteinase : Métalloprotéases matricielles

. Maturation-phase Promoting Factor

: Male Pronucleus Growth Factor

. hanogramme

: NH2-terminal c-jun Kinase /S tress-Activated Protein Kinase
: Nanomole

: Monoxyde d’azote

: Monoxyde d’azote Synthase

: Neuropeptide Y

: Nuclear Receptor Subfamily 5 Group A Member; Alias CYP7A

Promoter-Binding Factor ; LRH-1

. Différence non significative

. Souris obése présentant une mutation du gene codant pour la

leptine

. Protéine Ob : Leptine

: Récepteur de la leptine

: Oocyte Meiosis Inhibitors

. Progestérone

. Platelet Activating Factor

: Poids corporel

. Proliferating Cell Nuclear Antigen

: Picogramme

. Prostaglandine

: Phosphodiesterase 3

: Phosphoinositide 3-Kinase, Pl 3-kinase ou PI(3)K
: Protein Kinase A

. Phospholipase C

: Picomole

: Proopiomélanocortine

: Récepteurs d’activateurs de la prolifération des peroxysomes
. Protein Kinase, cAMP-dependent ; Alias PKA


https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphodiesterase

PRL
PTGS2

PTP1B
RIA

ROS

rpm
RT-PCR
SERPINE1
SH2

SHAP

SHBG
SHP2

SNC
SOCS-3
SOPK

SP1
StAR
STAT
T
TGF-B
TIMP1
TIMP2
TNF
TSH
ul
VEGF
VMH
aMSH
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. Prolactine
. Prostaglandine-endoperoxyde synthase 2 ; Alias

Cyclooxygénase 2 ou COX-2

. Protein tyrosine phosphatase 1B

: Dosage radioimmunlogique

: Reactive Oxygen Species

. rotation per min

: Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
: Serpin Family E Member 1

: Src Homology region 2

. Serum derived Hyaluronic Acid binding Protein ou ITI : Inter-

alpha-Trypsin Inibitor

: Sex Hormone-Binding Globulin
. Alias PTPN11 (Tyrosine-protein phosphatase non-receptor

type 11)

: Systeme Nerveux Central
: Suppressor of cytokine signaling 3; Alias SCOS3
: Polycystic Ovary Syndrome : Syndrome des ovaires

polykystiques

: Spl transcription factor

: Steroidogenic acute regulatory protein
: Signal Transducer and Activators of Transcription
: Groupe ou femelle témoin

. Transforming growth factor beta

. Metalloproteinase inhibitor 1 precursor
. Metalloproteinase inhibitor 2 precursor
: Tumor Necrosis Factor

. Thyroid-stimulating hormone

. Unité internationale

. Vacular Endothelial Growth Factor

: Noyau ventro-médian

. alpha-melanocyte-stimulating hormone



APPENDICE B : Coloration au MGG

May Grunwald

e Poudre de May Grinwald ...........cccceeeeivivieiiiiiiiiiin e

o MEthanOo! gSP .evvvvveriiiii e e

Tampon

e Hydrogénophosphate de Na* ..............ccceeeeiiiiiiiiiiiinnnn,
e Deéhydrogénophosphate de K* ............coooiiiiiiiiiiiiinee,

e Eau neutre = Eau tamponnée = Eau distillée gsp ..........

Giemsa (solution mére a diluer)

e Colorant de Giemsa en poudre ..........cccccuvveeeeeeeeneeeeeeenns
e Méthanol (CH30H) ...

0 GIYCEIINEG .o
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APPENDICE C : Coloration a 'Hémalun Eosine (Fiche technique)

Hématoxyline de GROAT (Préparation a froid)

Solution 1

e Acide sulfurique concentré ..........cccccvvviieeerireeeeennn. 0.8 mL
o Alundefer ... 19
o EaudiStillée .......oovvvviiiiiiiiiiiiiie 50 mL

Solution 2
o Heématoxyline .......ccuveiiiiiii e 05¢9
o Ethanol @ 05° ..o 50 mL

Mélanger les deux solutions, laisser reposer pendant une heure puis filtrer.

Se conserve pendant 3 mois.

Eosine (& 1%)

@ EOSINE i, 19
o EaUdiSIllEe .....cooovveeeiiiiieee e, 100 mL
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APPENDICE D : Coloration topographigue au Trichrome de Masson (Fiche

technique)

Hématoxyline de GROAT (Cf. APPENDICE C)

Fuchsine acide-Ponceau (Préparation a froid)

e Fuchsine acide ...........cccccceiiiiiiiiiie e, 01g
® PONCEAU ...t 0.2g¢g
o Eaudistillée ... 300 mL

Apres dissolution, ajouter :

L AV od o L= = (o= (o [ U= 2 0.6 mL
Conservation illimitée

Orange G-molybdique (Préparation a froid)

® Orange G ..o 29
o Eaudistillée ... 100 mL
e Acide phosphomolybdique .............cccooriiiiiiiiiinnnnn, 19

Conservation illimitée

Vert lumiére acétique (Préparation a froid)

o Vertlumire ... 01g
o Eaudistillée .........ooooeiiiii 100 mL
o ACIHE ACELIQUE .....ovvvvvveiiiciiieee e 2mL

Conservation illimitée
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APPENDICE E : Matériel nécessaire au dosage non fourni avec les trousses

LH IRMAKIT / ESH IRMA KIT

Une micropipette de précision (100 uL)

Des pipettes semi-automatiques (50 pL, 2 mL)

Un mélangeur de type vortex

Un agitateur a mouvement de va et vient horizontal.
Un systéme d’aspiration

Un compteur gamma calibré pour I'iode 125

ESTR-US-CT

Micropipettes de précision ou matériel similaire a embouts jetables
permettant la distribution de 100 L, 200 uL, 250 pL et 2 mL
Distributeur de 1 mL (lavage)

Eau distillée

Diluant pour dilution d’échantillons ayant un taux élevé d’cestradiol : réf :
1DIL-ESTR-US (flacon de 2 mL) ou 5DIL-ESTR-US (5 flacons de 2 mL)
Mélangeur de type Vortex

Bain-marie (37°C)

Papier absorbant

Parafilm (en option)

Tubes jetables

Scintillateur gamma réglé pour la mesure de l'iode 125

RIA PROGESTERONE

Une micropipette de précision (50 uL)

Des pipettes semi-automatiques (500 pL)

Un mélangeur de type vortex

Un agitateur a mouvement de va et vient horizontal
Un systéme d’aspiration

Un compteur gamma calibré pour l'iode 12
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APPENDICE F : Matériel et réactifs fournis avec les trousses

LH IRMA KIT et FSH IRMA KIT

Elemepts LH IRMA FSH IRMA
fournis
Tubes revétus 2 X 50 tubes 2 X 50 tubes

d’anticorps anti-

(préts a I'emploi)

(préts a I'emploi)

LH/FSH
1 flacon de 5.5 mL 1 flacon de 5.5 mL
(préts a I'emploi) (préts a 'emploi)
Anticorps _ .
monoclonal anti- Le flacon contient 370 kBqg, en | Le flacon contient 370 kBq, en
LH/ESH début de lot, | début de lot,
marqué a I'iode d'immunoglobulines marquées | dimmunoglobulines marquées
125 sous forme liquide avec de | sous forme liquide avec des

'albumine bovine, de l'azide de
sodium (<0.1%) et un colorant.

protéines, de l'azide de sodium
(<0.1%) et un colorant.

Calibrateurs

6 flacons
(lyophilisés)

Les flacons de calibrateurs
constituent entre 0 a environ
180 Ul/ L de LH dans le sérum
de cheval en présence d’azide
de sodium (< 0.1%). Les
calibrateurs ont été calibrés par
rapport au standard international
WHO 2nd IS 80/552.

6 flacons de 1 mL
(préts a 'emploi)

Les flacons de calibrateurs
contiennent entre 0 a environ
180 UI/L de FSH dorigine
humaine dans du sérum humain.
Les calibrateurs ont été

calibrés par rapport au standard
international WHO 94/632.

1 flacon (lyophilisé)

2 flacons (lyophilisés)

Sérum de ) )
contrale Le flacon contient de la LH | Le flacon contient de la FSH
humaine lyophilisée dans un | lyophilisée dans du sérum
sérum humain. humain avec de 'azide
de sodium (<0,1%).
I g 1 flacon de 50 mL
Solution de
2 flacons de 50 mL Solution concentrée, a diluer

lavage (20 X)

avant usage.

kBq : kilobecquerel.
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ESTR-US-CT
Eléments fournis CEstradiol
Tubes revétus d’anticorps 2 X 50 tubes
anti-cestradiol (préts a I'emploi)

1 flacon de 6 mL

. solution concentrée
Traceur cestradiol ( )

marqué a I'iode 125 CESTRADIOL marquée a l'iode 125, tampon,
colorant, et conservateur
<85 kBq (<2,3uCi)

1 flacon de 2 mL
Calibrateur 0 (prét a I'emploi)
Sérum bovin, conservateur et azoture de sodium

5 flacons de 2 mL

Calibrateurs (préts a 'emploi)
1a5 CESTRADIOL, sérum humain, conservateur et

azoture de sodium
10 - 25 - 100 - 500 et 2000 pmol/L (*)

1 flacon de 45 mL
(prét a 'emploi)

Tampon Tampon et conservateur
A utiliser pour dilution du traceur et tampon
d’incubation

1 flacon de 10 mL
Solution de lavage (Solution concentrée)

Eau distillée, détergent

Sachet plastique 1

* . Les calibrateurs ont été étalonnés par rapport a une gamme de calibrateurs étalons
préparés en interne par gravimétrie. Les valeurs indiquées ci-dessus sont les valeurs
cibles. Les valeurs réelles sont indiquées sur les étiquettes. La tracabilité des calibrateurs
est réalisée par rapport a la méthode de référence qui est la spectrométrie de masse par
dilution isotopique (IDMS).

kBq : kilobecquerel.



169

RIA PROGESTERONE
Eléments fournis Progestérone
Tubes revétus 2 X 50 tubes

d’anticorps anti-
progestérone

(préts a 'emploi)

Traceur progestérone
marqué a l'iode 125

1 flacon de 55 mL
(prét a 'emploi)

Le flacon contient 185 kBqg, en début de lot, de
progestérone marquée sous forme liquide en tampon avec
des protéines et de lazide de sodium (<0.1%) et un
colorant.

Calibrateurs

6 flacons de 0.5 mL
(lyophilisés)

Les flacons de calibrateurs liquides contiennent des
concentrations de progestérone permettant d’établir une
gamme d’étalonnage de 0 a environ 50 ng/mL. Les
calibrateurs sont fabriqgués dans du sérum humain, en
présence d’azide de sodium (<0.1%). Les calibrateurs ont
été calibrés par rapport a la solution de référence BCR 347.

Sérum de contrble

1 flacon de 0.5 mL
(prét a 'emploi)

Le sérum de contrdle contient de la progestérone dans du
sérum humain et de 'azide de sodium (<0.1%).

kBq : kilobecquerel.



170

APPENDICE G : Poids corporel et quantité d’aliment consommé par les

femelles T et E agées de 30 jours pendant la période d’essai

Poids corporel (g) Aliment consommé (g)
'dl?m.”é de | 32 | 33 | 34 | 35 R 2 | 33 | Ja | 35
animal
30/T1 45 50 54 57 65 9 8 10 11 14
30/T2 39 44 46 48 46 7 7 7 9 7
30/T3 35 37 40 41 44 5 8 5 5 6
30/T5 50 56 58 61 65 7 6 9 9 10
30/T6 60 68 73 77 80 8 11 12 13 13
30/T7 54 58 61 66 70 9 8 10 11 10
30/T8 51 53 55 58 64 8,5 8 8 10 10
30/T9 72 74 78 85 90 10,5 11 11 13 13
30/T10 53 57 61 65 68 9 9 9 9 12
30/T11 50 55 58 62 66 9 10 8 7 12
30/T12 77 80 83 88 85 9 12 11 11 10
30/T13 81 82 87 90 95 11 10 12 12 12

Moyenne (30/T) | 55,58 | 59,50 | 62,83 | 66,50 | 69,83 8,63 9,00 9,33 | 10,00 | 10,75

ESM 4,17 4,02 4,19 | 4,50 4,53 0,47 0,52 0,61 0,69 0,70
30/E1 46 51 56 61 64 7,5 8 9 10 9
30/E2 39 44 48 48 55 7,5 6 8 8 9
30/E3 37 40 44 a7 53 55 7 7 6 9
30/E5 33 38 41 44 a7 55 8 7 7 8
30/E6 52 57 61 66 71 8 9 9 12 11
30/E7 63 65 68 71 73 8 8 11 12 10
30/E8 55 58 62 66 69 8,5 8 10 11 10
30/E9 74 78 82 87 83 12,50 12 11 13 9
30/E10 54 55 58 59, 65 9 8 8 8 10
30/E11 52 57 61 55 67 9,5 9 9, 7 12
30/E12 78 82 88 93 98 12 11 11 14 13
30/E13 82 77 89 95 100 10 9 11 12 13

Moyenne (30/E) | 55,42 | 58,50 | 63,17 | 66,00 | 70,42 8,63 8,58 9,25 | 10,00 | 10,25

ESM 4,64 4,23 4,64 | 5,08 4,75 0,63 0,47 0,45 0,78 0,48
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APPENDICE G’ : Poids corporel et quantité d’aliment consommé par les

femelles T et E agées de 60 jours pendant la période d’essai

Poids corporel (9) Aliment consommeé (g)
'dlfaa"r:iifse i 32 | 33 | 34 | 35 | 91 | 32 | 33 | 14 | 35
60/T1 151 157 150 158 157 18 18 13 20 15
60/ T2 140 136 141 146 150 15 12 17 19 21
60/T3 151 153 149 157 159 14 16 12 16 15
60/ T4 151 155 162 162 163 18 18 18 19 18
60/T6 159 164 161 165 164 18 21 16 19 19
60/T7 142 146 150 151 155 17 14 18 16 17
60/T10 153 146 149 154 135 16,5 15 16 14 8
60/T11 167 164 168 166 167 17 15 17 16 18
60/ T12 144 167 164 166 170 11,5 20 16 16 16

Moyenne (60/T) | 150,89 | 154,22 | 154,89 | 158,33 | 157,78 || 16,11 | 16,56 | 15,89 | 17,22 | 16,33

ESM 2,83 3,40 3,01 2,36 3,51 0,74 0,97 0,70 0,68 1,22
60/E1 126 126 122 126 127 14 15 11 12 15
60/E2 140 140 141 141 142 15 15 16 16 16
60/ E4 160 158 159 159 162 15 16 16 17 16
60/ E5 157 160 159 160 159 18 19 15 18 14
60/ E6 160 161 160 161 155 19,5 16 15 16 15
60/ E7 149 151 153 156 150 16,5 15 15 15 14
60/ E10 156 152 153 156 158 14 12 14 15 14
60/E12 156 154 152 153 151 15 14 15 14 14

Moyenne (60/E) | 150,50 |150,25| 149,88 | 151,50 | 150,50 | 15,88 | 15,25 | 14,63 | 15,38 | 14,75

ESM 4,22 4,19 4,53 4,27 4,02 0,70 0,70 0,56 0,65 0,31
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APPENDICE H : Poids absolus et relatifs des ovaires des femelles T et E

ageées de 30 jours

|dentité de PC (g) Poids Absolu (g) Poids Relatif (g / 100 g de PC)

I'animal aJé oD 0G oD + 0G oD 0G oD + 0G
30/T1 59 0,0369 0,0418 0,0787 0,0625 0,0708 0,1334
30/T2 45 0,0255 0,0242 0,0497 0,0567 0,0538 0,1104
30/T3 36 0,0126 0,0165 0,0291 0,0350 0,0458 0,0808
30/T5 58 0,0433 0,0341 0,0774 0,0747 0,0588 0,1334
30/T6 78 0,0441 0,0391 0,0832 0,0565 0,0501 0,1067
30/T7 65 0,0355 0,0476 0,0831 0,0546 0,0732 0,1278
30/T8 53 0,0266 0,0329 0,0595 0,0502 0,0621 0,1123
30/T9 75 0,0387 0,0362 0,0749 0,0516 0,0483 0,0999
30/T10 58 0,0262 0,0284 0,0546 0,0452 0,0490 0,0941
30/T11 57 0,0243 0,0238 0,0481 0,0426 0,0418 0,0844
30/T12 78 0,0344 0,0440 0,0784 0,0441 0,0564 0,1005
30/T13 82 0,0545 0,0448 0,0993 0,0665 0,0546 0,1211
Moyenne (T /30) | 62,00 0,0336 0,0345 0,0680 0,0533 0,0554 0,1087
ESM 4,08 0,0032 0,0028 0,0057 0,0032 0,0028 0,0051
30/E1 51 0,0236 0,0296 0,0532 0,0463 0,0580 0,1043
30/E2 43 0,0202 0,0229 0,0431 0,0470 0,0533 0,1002
30/E3 43 0,0206 0,0236 0,0442 0,0479 0,0549 0,1028
30/E4 40 0,0192 0,0211 0,0403 0,0480 0,0528 0,1008
31/E5 64 0,0528 0,0356 0,0884 0,0825 0,0556 0,1381
32/ E6 70 0,0444 0,0392 0,0836 0,0634 0,0560 0,1194
32/ E7 63 0,0583 0,0465 0,1048 0,0925 0,0738 0,1663
30/E9 83 0,0526 0,0604 0,1130 0,0634 0,0728 0,1361
30/E10 54 0,0237 0,0269 0,0506 0,0439 0,0498 0,0937
30/E11 56 0,0355 0,0273 0,0628 0,0634 0,0488 0,1121
30/E12 84 0,0570 0,0590 0,1160 0,0679 0,0702 0,1381
30/E13 85 0,0391 0,0410 0,0801 0,0460 0,0482 0,0942
Moyenne (E/30) | 61,33 0,0373 0,0361 0,0733 0,0593 0,0578 0,1172
ESM 4,72 0,0045 0,0039 0,0081 0,0046 0,0027 0,0066
p - 0,510 0,736 0,596 0,296 0,530 0,322

PC : Poids Corporel ; OD : Ovaire droit ; OG : Ovaire gauche.
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APPENDICE H’ : Poids absolus et relatifs des ovaires des femelles T et E

ageées de 60 jours

Identité de PC () & Poids Absolus (g) Poids Relatifs (g / 100 g de PC)
I'animal J6 oD 0G OD+0G oD 0G oD + 0G
60/T1 138 0,1401 0,2022 0,3423 0,1015 0,1465 0,2480
60/T2 135 0,1603 0,2279 0,3882 0,1187 0,1688 0,2876
60/T3 150 0,2018 0,2025 0,4043 0,1345 0,1350 0,2695
60/ T4 147 0,1892 0,1652 0,3544 0,1287 0,1124 0,2411
60/T6 153 0,2966 0,3075 0,6041 0,1939 0,2010 0,3948
60/T7 141 0,1641 0,2318 0,3959 0,1164 0,1644 0,2808
60/ T10 122 0,0700 0,0686 0,1386 0,0574 0,0562 0,1136
60/T11 153 0,2648 0,1786 0,4434 0,1731 0,1167 0,2898
60/ T12 160 0,1510 0,1286 0,2796 0,0944 0,0804 0,1748
Moyenne (60 / T) 144,33 0,1820 0,1903 0,3723 0,1243 0,1313 0,2556
ESM 3,86 0,0225 0,0225 0,0417 0,0136 0,0151 0,0262
60/E1 114 0,0944 0,1360 0,2304 0,0828 0,1193 0,2021
60/ E2 133 0,1713 0,1621 0,3334 0,1288 0,1219 0,2507
60/ E4 146 0,1318 0,1512 0,2830 0,0903 0,1036 0,1938
60/ E5 148 0,1780 0,1270 0,3050 0,1203 0,0858 0,2061
60/ E6 142 0,3954 0,3122 0,7076 0,2785 0,2199 0,4983
60/ E7 138 0,1426 0,1554 0,2980 0,1033 0,1126 0,2159
60/ E10 143 0,1199 0,1413 0,2612 0,0838 0,0988 0,1827
60/E12 139 0,3331 0,2854 0,6185 0,2396 0,2053 0,4450
Moyenne (60 / E) 137,88 0,1958 0,1838 0,3796 0,1409 0,1334 0,2743
ESM 3,80 0,0384 0,0255 0,0633 0,0267 0,0178 0,0439
p - 0,762 0,851 0,925 0,590 0,929 0,720

PC : Poids Corporel ; OD : Ovaire droit ; OG : Ovaire gauche.
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APPENDICE | : Résultats du frottis vaginal et stade cestral juste avant le

sacrifice des femelles T et E agées de 60 jours

Id?nt-ité de Celllfl,es ,CEI.I u'Ie,s Leucocytes Stade cestral
['animal nucléées kératinisées
60/T1 + + +++ Metcoestrus
60/T2 ++ + Début du procestrus
60/ T3 + +++ Début de 'cestrus
60/ T4 + +++ Début de 'cestrus
60/T5 ++ + + Metoestrus
60/ T6 +++ Dicestrus
60/T7 +++ + Procestrus
60/T10 t+ (Estrus
60/T11 +++ + Procestrus
60/T12 + +++ Fin du dicestrus
60/ E1 i +++ Fin du dicestrus
60/ E2 + ++ Dicestrus
60/ E3 + + ++ Dicestrus
60/ E4 +++ + Procestrus
60/ E5 ++ + Début du procestrus
60/ E6 +t + ++ Metcestrus
60/ E7 ++ +++ Fin du procestrus
60/ E10 + Metcestrus
60/ E11 ++ ++ Fin du dicestrus
60/ E12 + +++ Fin du dicestrus
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APPENDICE J : Nombre de follicules (normaux et atrétiques) par stade folliculaire et nombre de CJ par femelle T et E sur les

ovaires de 30 jours

Follicules Normaux (Ovaires de 30 jours)

Identité de Follicules Follicules | Follicules Follicules | Follicules Pré- | Follicules | Total Pré-antraux | Total Antraux | Total Follicules
I'animal Primordiaux | Primaires | Secondaires | Tertiaires ovulatoires PO Normaux Normaux Normaux
30/T1 86 2 7 7 0 0 95 7 102
30/T2 38 5 2 2 0 0 45 2 47
30/T3 20 3 6 2 0 0 29 2 31
30/ T4 4 3 2 15 0 0 9 15 24
30/T8 26 6 6 7 0 0 38 7 45
30/T9 4 0 1 3 0 0 5 3 8
30/T10 17 7 7 3 0 0 31 3 34
30/T11 6 4 5 3 0 0 15 3 18
30/T12 6 3 0 12 0 0 9 12 21
30/T13 40 7 1 1 0 0 48 1 49

Total (30/T) 247 40 37 55 0 0 324 55 379
Moyenne (30 /T) 24,70 4,00 3,70 5,50 0,00 0,00 32,40 5,50 37,90
ESM 8,03 0,71 0,87 1,49 0,00 0,00 8,51 1,49 8,30
30/E1 7 5 10 5 0 0 22 5 27
30/ E2 25 2 2 4 0 0 29 4 33
30/E3 8 3 5 3 0 0 16 3 19
30/ E4 26 7 1 3 0 0 34 3 37
30/ E8 27 3 3 5 0 0 33 5 38
30/ E9 18 2 6 10 0 0 26 10 36
30/E10 4 1 1 2 0 0 6 2 8
30/E11 19 0 6 3 0 0 25 3 28
30/ E12 41 2 4 7 0 0 47 7 54
30/E13 21 4 3 1 0 0 28 1 29
Total (30 / E) 196 29 41 43 0 0 266 43 309
Moyenne (30 / E) 19,60 2,90 4,10 4,30 0,00 0,00 26,60 4,30 30,90
ESM 3,53 0,64 0,87 0,83 0,00 0,00 3,46 0,83 3,87
o] 0,572 0,267 0,750 0,494 - - 0,540 0,494 0,458
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(Suite) Follicules Atrétiques (Ovaires de 30 jours)
A2 ' . . . - 2 - Stade Total Total Total E 'Il;pta: Tgf]al
enttede | romciies | Fomeures | ghomeines | Foticutes | FolculssPre | Folebes | oicuies | réanra | mnraux | Follcues | 1SS
PO Atrétiques Atrétigues | Atrétiques
30/T1 0 0 1 17 3 2 Secondaire 3 20 23 125 0
30/T2 0 0 0 13 3 1 Antral 0 17 17 64 0
30/T3 0 0 0 15 3 1 Secondaire 1 18 19 50 0
30/ T4 0 0 0 30 6 0 - 0 36 36 60 0
30/T8 0 0 1 19 7 3 Antral 1 29 30 75 0
30/T9 0 0 0 6 1 1 Anral 0 8 8 16 0
30/T10 0 0 1 19 1 0 - 1 20 21 55 0
30/T11 0 0 0 12 3 1 Antral 0 16 16 34 0
30/T12 0 0 1 3 5 1 Antral 1 9 10 31 0
30/T13 0 0 4 8 3 1 Antral 4 12 16 65 0
Total (30/T) 0 0 8 142 35 11 - 11 185 196 575 0
Moyenne (30 /T) 0 0,00 0,80 14,20 3,50 1,10 - 1,10 18,50 19,60 57,50 0,00
ESM 0,00 0,00 0,39 2,45 0,62 0,28 - 0,43 2,73 2,69 9,43 0,00
30/E1 0 0 1 31 6 0 - 1 37 38 65 0
30/ E2 0 0 0 12 7 1 Antral 0 20 20 53 0
30/E3 0 0 0 37 8 0 - 0 45 45 64 0
30/ E4 0 0 0 11 4 0 - 0 15 15 52 0
30/E8 0 0 0 15 6 1 Antral 0 22 22 60 0
30/E9 0 0 0 19 4 1 Antral 0 24 24 60 0
30/E10 0 0 0 10 3 1 Antral 0 14 14 22 0
30/E11 0 0 10 15 4 0 - 10 19 29 57 0
30/E12 0 0 0 35 10 1 Antral 0 46 46 100 5
30/E13 0 0 1 12 10 0 - 1 22 23 52 0
Total (30 / E) 0 0 12 197 62 5 - 12 264 276 585 5
Moyenne (30 / E) 0,00 0,00 1,20 19,70 6,20 0,50 - 1,20 26,40 27,60 58,50 0,50
ESM 0,00 0,00 0,99 3,32 0,80 0,17 - 0,99 3,75 3,68 6,01 0,50
p - - 0,713 0,201 0,016 * 0,083 * - 0,928 0,108 0,098 0,930 0,343

PO : Follicule polyovocytaire
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APPENDICE J’ : Nombre de follicules (normaux et atrétiques) par stade folliculaire et nombre de CJ par femelle T et E sur les

ovaires de 60 jours

Follicules Normaux (Ovaires de 60 jours)

Identité de I'animal Fpllicu!es F0.||iCl:I|eS FoIIicngs F0||i.Cl:l|es FoIIicuIes Pré- Follicules Total Pré-antraux | Total antraux | Total Follicules
Primordiaux Primaires Secondaires | Tertiaires ovulatoires PO Normaux Normaux Normaux
60/T1 6 5 2 1 0 0 13 1 14
60/ T2 2 6 7 6 0 0 15 6 21
60/T3 15 1 3 2 0 0 19 2 21
60/ T4 6 1 7 2 0 0 14 2 16
60/ T5 0 0 4 0 0 0 4 0 4
60/T6 0 1 3 4 0 0 4 4 8
60/T7 53 12 6 5 0 0 71 5 76
60/T10 0 2 2 3 0 0 4 3 7
60/T11 21 4 4 0 0 0 29 0 29
60/T12 10 0 3 0 0 0 13 0 13
Total (60 /T) 113 32 41 23 0 0 186 23 209
Moyenne (60 / T) 11,30 3,20 4,10 2,30 0,00 0,00 18,60 2,30 20,90
ESM 5,14 1,18 0,60 0,68 0,00 0,00 6,32 0,68 6,57
60/E1 0 3 9 2 0 0 12 2 14
60/ E2 11 6 6 0 1 0 23 1 24
60/ E3 45 2 2 1 1 0 49 2 51
60/ E4 4 6 11 7 0 0 21 7 28
60/ E5 0 2 10 2 0 0 12 2 14
60/ E6 31 6 8 2 0 0 45 2 47
60/ E7 3 3 4 6 0 0 10 6 16
60/ E10 26 2 2 4 0 0 30 4 34
60/E11 18 3 1 0 0 0 22 0 22
60/ E12 47 8 8 3 0 0 63 3 66
Total (60 / E) 185 41 61 27 2 0 287 29 316
Moyenne (60 / E) 18,50 4,10 6,10 2,70 0,20 0,00 28,70 2,90 31,60
ESM 5,69 0,69 1,15 0,75 0,13 0,00 5,68 0,69 5,61
p 0,360 0,521 0,146 0,697 0,168 - 0,250 0,545 0,232




(Suite) Follicules Atrétiques (Ovaires de 60 jours)

. . . g g o . Stade Total Total Total E 'Ilipta: Tgf]al

denit de Fanimal | FOVHES | Eolionie | oamines | Toriares | “vcimren | ! | Foliculs | préantans | antrau | rolicuies |FOHEHES

PO Atrétiques | Atrétiques | Atretiques

60/T1 0 0 0 13 2 0 - 0 15 15 29 3
60 /T2 0 0 0 7 2 0 - 0 9 9 30 6
60 /T3 0 0 0 17 0 1 Antral 0 18 18 39 5
60/ T4 0 0 0 9 0 0 - 0 9 9 25 4
60/ T5 0 0 1 18 1 0 - 1 19 20 24 5
60/ T6 0 0 0 12 2 0 - 0 14 14 22 3
60/T7 0 0 0 18 4 0 - 0 22 22 98 3
60 /T8 0 0 0 5 3 0 - 0 8 8 15 12
60/ T9 0 0 0 18 1 0 - 0 19 19 48 3
60/ T10 0 0 0 22 2 0 - 0 24 24 37 15
Total (60 /T) 0 0 1 139 17 1 - 1 157 158 367 59
Moyenne (60 / T) 0,00 0,00 0,10 13,90 1,70 0,10 - 0,10 15,70 15,80 36,70 5,90
ESM 0,00 0,00 0,10 1,77 0,40 0,10 - 0,10 1,79 1,81 7,44 1,33
60/E1 0 0 0 7 5 0 - 0 12 12 26 7
60/ E2 0 0 0 8 3 0 - 0 11 11 35 3
60/ E3 0 0 1 9 0 0 - 1 9 10 61 4
60/ E4 0 0 1 11 2 0 - 1 13 14 42 6
60/ E5 0 0 0 14 1 0 - 0 15 15 29 3
60/ E6 0 0 1 13 2 0 - 1 15 16 63 9
60/ E7 0 0 0 16 0 0 - 0 16 16 32 4
60/ E8 0 0 0 22 2 0 - 0 24 24 58 6
60/ E9 0 0 0 15 2 2 Antral 0 19 19 41 5
60/ E10 0 0 0 7 4 0 - 0 11 11 77 11
Total (60 / E) 0 0 3 122 21 2 - 3 145 148 464 58
Moyenne (60 / E) 0,00 0,00 0,30 12,20 2,10 0,20 - 0,30 14,50 14,80 46,40 5,80
ESM 0,00 0,00 0,15 1,51 0,50 0,20 - 0,15 1,40 1,36 5,44 0,83
p - - 0,290 0,474 0,541 0,662 - 0,290 0,604 0,664 0,308 | 0,950

PO : Follicule polyovocytaire
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APPENDICE K : Valeurs individuelles de la LH plasmatique (en UI/L) chez les

femelles témoins et expérimentales de 30 et 60 jours d’age

Identité de I'animal LH 30 Identité de I'animal LH 60
30/T5 0.368 60/T2 0.175
30/T6 0.175 60/T3 0.213
30/ T7 0,169 60/ T4 0.126
30/ T9 0,170 60/T5 0.212

30/ T11 0,261 60/T6 0.146
30/T12 0,315 60/T12 0.263
30/T13 0,272 Moyenne (T / 60) 0.189
Moyenne (T / 30) 0,247 ESM 0.020
ESM 0,030 60/ E1 0.291
30/ E2 0,397 60/ E4 0.340
30/ E4 0.382 60/ E5 0.450
30/ E5 0.315 60/ E6 0.347
30/ E9 0.327 60/ E7 0.240
30/ E10 0.223 60/ E11 0.206
30/ E11 0.303 60/ E12 0.233
30/E13 0.220 Moyenne (E / 60) 0.301
Moyenne (E / 30) 0.310 ESM 0.032
ESM 0.026 p 0.015

p 0.142
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APPENDICE L : Valeurs individuelles de la FSH plasmatique (en UI/L) chez les

femelles témoins et expérimentales de 30 et 60 jours d’age

Identité de I'animal FSH 30 Identité de I'animal FSH 60
30/T8 3.232 60/T3 3.867
30/T9 4,192 60/T6 1.432

30/T10 4.134 60/T10 5.432
30/T11 2.806 60/T11 4.624
30/T12 3.936 60/T12 6.181
30/T13 5.394 Moyenne (T / 60) 4.307
Moyenne (T / 30) 3.949 ESM 0.817
ESM 0.365 60/ E1 2.438
30/E1 4,942 60/ E3 3.012
30/ E8 1.896 60/ E6 1.611
30/ E9 5.029 60/ E10 3.348
30/ E10 5.625 60/ E11 2.786
30/E11 4,222 Moyenne (E / 60) 2.639
30/ E12 2.252 ESM 0.297
Moyenne (E / 30) 3.994 p 0.112
ESM 0.636
p 0.952
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APPENDICE M : Valeurs individuelles de la progestérone plasmatique (en ng/mL)

chez les femelles témoins et expérimentales de 30 et 60 jours d’age

Identité de I'animal P4/30J Identité de I'animal P4/60J
30/T1 16.799 60/T2 15.030
30/T3 18.436 60/T3 39.224
30/T9 10.242 60/T5 47.505

30/T10 10.232 60/ T6 31.309
30/T11 22.265 60/T7 13.734
30/T12 20,346 60/T8 16.036
30/T13 32,023 60/T10 55.980
Moyenne (T / 30) 18,620 60/T11 38.134
ESM 2,844 60/T12 43.533
30/E1 32,660 Moyenne (T / 60) 33.387

30/ E2 18.540 ESM 5.134
30/E3 11.181 60/E2 27.195
30/E9 15.009 60/ E3 56.048

30/ E10 29.677 60/ E5 50.543

30/ E11 38.134 60/ E6 25.997
30/ E12 15.968 60/ E7 34.847
30/E13 15.701 60/ E10 46.316
Moyenne (E / 30) 22.109 60/E11 50.259
ESM 3.502 Moyenne (E / 60) 41.601

p 0.453 ESM 4,584

P 0.253
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