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Résumé

De nombreux travaux exposent I'importance et la mlemité des liens existant entre le
meétabolisme et la reproduction. Certaines moléceliegarticulier les hormones, agissent a
la fois sur I'hnoméostasie énergétique et sur lalledmpn de I'axe gonadotrope. Parmi elles,
nous pouvons citer la leptine, produite par leutiadipeux. Ce tissu, longtemps considéré
comme un lieu de stockage inerte, est aujourd’iéfindcomme un organe endocrinien. I
est la source de nombreuses adipocytokines, dauipbnectine. La concentration
plasmatique de l'adiponectine est élevée et elleuld dans le sang sous des formes de
différents poids moléculaires. Cette adipocytokseefixe principalement a deux types de
récepteurs : I'AdipoR1 exprimé surtout dans le reusguelettique et I'AdipoR2 plus
abondant dans le foie. L'adiponectine augmenteetsibilité des tissus a I'insuline. Dans
des modeles pathologiques tels I'obésite, le dealbgpe 2 et le syndrome des ovaires
polykystiques (SOPK), sa concentration est dimin{iégulino-résistance). L'étude de son
réle dans la reproduction chez la femelle est ri&cdradiponectine pourrait étre I'un des
liens physiopathologiques entre les anomalies moétakes (insulino-résistance) et les
troubles de fertilité rencontrés chez les sujetsseb, diabétiques et ou les femmes atteintes
d’'un SOPK. Lorsque ce travail de thése a débuté deetravaux avaient étudié la présence

du systéme adiponectine dans l'ovaire.

Nous avons entrepris, tout d’abord, de le caras#édans I'ovaire de deux especes animales
(poule et rate) et chez la femme. Dans ces tr@sces, il existe une production ovarienne
de l'adiponectine et de ses récepteurs. Si l'esgwas de l'adiponectine apparait
principalement thécale, I'ensemble du systéme &stent aussi dans I'ovocyte et le corps
jaune (rate). Comme le suggerent certains résultaigression ovarienne de ce systeme
semble varier, selon les espéces, au cours du yahstruel chez la femme ou de l'oestrus
chez les animaux domestiques. Dans un second texmps avons exploré la stéroidogenese
ovarienne chez ces trois especasiitro, I'adiponectine recombinante humaine augmente la
sécrétion de la progestérone (poule) et de l'ogmtrgpoule, rate, femme), induite par
'IGF-1. L’adiponectine exerce une action positsgr certaines protéines impliquées dans
la stéroidogenese, en augmentant leur expressiaR (& P450 aromatase, chez la femme)
ou leur activité (suggéré chez la rate). Enfinfaiees voies de signalisation sont activées
telles que les MAPKs (ERK1/2 et p38), Akt et TAMPKette derniére est connue pour étre
un senseur meétabolique important. L'action aut@crat/ou paracrine de l'adiponectine

semble s’exercer respectivement sur les cellulda tteeque et de la granulosa. D’apres nos



résultats et ceux de la littérature, I'adiponectpwentialise les effets de I'IGF-1 et des
gonadotrophines (LH). Enfin, elle peut étre un marg de I'ovulation et peut-étre de la

gualité ovocytaire.

Afin d’essayer d’expliquer les troubles de la fddilies a des anomalies métaboliques
(diabéte ou SOPK), nous avons étudié les effetfodes concentrations de glucose sur
'expression du systeme adiponectine et sur lao&tégenése.nl vivg chez des rates
devenues diabétiques aprés un traitement par Gtegptine, I'expression ovarienne des
récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 n’est pas modifiéa. idsultat identique est obtenn,
vitro, dans des cellules de la granulosa en culture, &epce de concentrations élevées de
glucose. En revanche, ces fortes concentratiomaieaht une diminution de la sécrétion de

progestérone et d’oestradiol induite par la FSH®@FE-1, in vitro etin vivo.

Afin de mieux préciser le réle de I'adiponectinenslala physiologie et la pathologie
ovarienne, d'autres études sont nécessaires. Dafriemces préliminaires ont été déja
menées. Dans une lignée de cellules de la grandiosaaine (KGN), linvalidation
sélective de I'AdipoR1 et de I'AdipoR2 (ARN interéhce) suggere que I'AdipoR2 peut
étre d’avantage impliqué dans la régulation de téaotdogenese alors que I'AdipoR1
semble étre lié a la survie cellulaire. Par aileuietude de I'influence de l'adiponectine
recombinante sur la maturation ovocytaire et leetifippement embryonnaire est en cours
chez la vachen vitro. Le systeme adiponectine et la stéroidogenesatsexplorés dans
les cellules de la theque (modeles animaux). Dspaelittérature, I'adiponectine et ses
récepteurs s’expriment au niveau central (hypothata et I'hnypophyse). Nous voulons
tester son action potentielle sur le contréle d&itlRH et des gonadotrophines (modéles
cellulaires et animaux). Nous envisageons d’expl@es liens éventuels avec d’autres
adipocytokines notamment la leptine et / ou lastése. Suite aux résultats obtenus chez la
femme, nous souhaitons préciser la relation efdt@plonectine et la pathologie ovarienne

du SOPK et peut-étre découvrir de nouvelles citliésapeutiques.

En conclusion, le systéme adiponectine s’exprimesdiovaire. L'adiponectine parait
réguler la fonction ovarienne de par son actioro@ute ou paracrine sur les cellules
ovariennes et endocrine sur l'axe hypothalamo-hlggsaire. Les propriétés insulino-
sensibilisatrices de I'adiponectine en font un petentiel entre la fonction de reproduction
et le métabolisme. Ceci contribuerait a expliquen, partie, les effets délétéres du

dysfonctionnement métabolique sur la fonction geaeéuction.
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Résumé en anglais

Metabolism and reproduction are two very importantd complicated functions. Many
hormones act on energy homeostasis and on theategubf gonadotrope axis. Leptin, one
of them, is produced in adipose tissue. At predtid,tissue is considered as an endocrine
organ. Adiponectin (Adipo), a new adipokine, is adbantly produced by adipocytes. This
25-30 kDa protein circulates in plasma as multifoems (different molecular weights) at
high concentration (5-25 pg/ml), in mammals. Adipediates its effects through two
known receptors, AdipoR1 and AdipoR2. AdipoR1 ardip&R2 are mainly expressed in
muscle and in liver, respectively. Adipo plays asential role in the regulation of lipid and
carbohydrate metabolism. It can increase insulirsisigity. Obesity, type 2 diabetes and
polycystic ovary syndrome (PCOS) are often assediatith insulin resistance and with
hypoadiponectinemia. Recently, some evidence stggtdsmt Adipo could regulate
reproductive functions. This protein could be aeptil link between the metabolic and
fertility disorders. This association could exist diabetic patients and in women with
PCOS. Adipo has been described in different tisbuest has been poorly studied in ovary.
In this present work, we decided to characterize #dipo system (Adipo and
AdipoR1/AdipoR?2) in ovary of two animal speciesifen and rat) and in woman ovary.
Herein, we showed the presence of the Adipo angkdsptors in the ovary of each species.
If Adipo is largely expressed in theca cells, italsnost undetectable in granulosa cells
(chicken, rat and woman). In rat, the Adipo systeround in oocyte and corpus luteum. As
suggested in some works, Adipo system expressiorcitange during the menstrual cycle,
in woman or during oestrus in domestic animal. Thes explored ovarian steroidogenesis,
in these three specids. vitro, we observed that human recombinant Adipo ince#Se-
1-induced progesterone (chicken, rat and woman) aestradiol (rat and woman)
production in granulosa cells. If Adipo increasies éxpression of steroidogenesis proteins
(StAR and P450 aromatase) in woman, it has notedi@¢heir protein amount in rat. Thus,
we can speculate that Adipo plays a role in thebvaly. Furthermore, this adipokine
activates different signalling pathways includindARK (ERK 1/2 and p38) and AMPK.
This latter is well known as an important metabaensor. Then, Adipo could have an
autocrine action on theca cells and a paracrineracin granulosa cells. As shown in our
work and in the literature, Adipo improves IGF-1dagonadotropin effects (LH). Then,

Adipo could be an ovulation marker and a markesaufyte quality.



Alterations of glucose concentrations can profoynalifect some reproductive process.
Then, we investigate the ovarian steroid productind the proteins level of sterodogenesis
key factors in two conditions: in primary rat grémsa cells in the presence of high glucose
concentrations and in streptozotocin (STZ)-tredésdale rats. In these conditions we also
determined the protein expression of Adipo receptan ovarian cells. High levels of
glucose decrease progesterone and oestradiol pgiraduic primary rat granulosa cells and
in STZ-treated rats. However, the mechanism traaideéo reduce ovarian steroid production
seems to be different. Moreover, Adipo receptorovarian cells are not regulated by
glucose.

Further experiments will be necessary to determmpee precisely the role of Adipo system
in ovarian physiology and physiopathology. We hseme preliminary results.

We will investigate the role of Adipo receptorsgranulosa cells. Also, we have determined
the effect of inactivation of AdipoR1 and AdipoR&mgs by RNA interference on a human
granulosa cell line (KGN). So, in KGN cells, AdippReould modulate steroidogenesis
stimulated by FSH or IGF-1. AdipoR1 could act ofiuter survival. Moreover, the Adipo
system and its role in steroidogenesis will beistidh theca cells, in different species. We
are investigating the effect of recombinant Adipo,vitro, on oocyte maturation and
embryonic development in bovine species (resultyabtavailable). Since Adipo and its
receptors are present in hypothalamus and pituyitaeywill explore,in vitro andin vivo,
their role in the secretion of GnRH and gonadotrepiWe will also study the relations
between Adipo and other adipokines such as lephrasistin. Then, in human, we will try
to explain the relation between Adipo and the PC&Y8drome in order to find new
therapeutic targets.

In conclusion, adiponectin and its receptors aggressed in ovary. Adiponectin seems to
control some ovarian functions through autocring paracrine action on ovarian cells and
endocrine action on the hypothalamo-pituitary aSisce adiponectin is an insulin sensitive
hormone, it could be a link between metabolism esqmtoduction functions. This could
partly contribute to explain the negative effects ssame metabolic disorders on the

reproductive functions.

Key words: Adiponectin-Metabolism-Reproduction-Ox&teroidogenesis-Signalling
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Depuis plusieurs années, des travaux de rechemheemant les interactions entre le
métabolisme énergétique et la reproduction chdentelle de mammifére, sont menés par
le Dr Joelle Dupont, dans I'équipe d’accuell. It esnnu que le métabolisme énergétique
exerce une influence sur la fertilité de la femmedes femelles mammiferes. L’état
nutritionnel semble avoir un impact important sarfénction de reproduction et sur I'axe
hypothalamo-hypohyso-gonadique chez les especeso nmn poly-ovulantes. Les
mécanismes responsables ne sont pas toujours @renis déterminés. Plusieurs types de
signaux sont susceptibles d’intervenir : les horesoqui peuvent agir comme des facteurs
de croissance et/ ou des neuromédiateurs (IGFsdline, leptine, résistine, adiponectine...)
et les substrats énergétiqgues comme les glucielescides gras et les acides aminés.

Récemment, des études réalisées chez des espdabsrdéoire et des essais cliniques chez
’humain, ont montré que l'administration de nouesl molécules « sensibilisatrices a
l'insuline » est capable, en atténuant la résigtantinsuline, de traiter efficacement les cas
de diabéte de type 2)(et d'améliorer la fonction ovulatoire chez lemfees atteintes d’un
syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) (anonumathyperandrogénie et troubles
métaboliques % 3. Parmi ces molécules, les thiazolidinediones (TZBvsiglitazone,
pioglitazone) sont des agonistes pharmacologiqes$droxysome Proliferator-Activated
Receptor gammd@PPARy) qui sont des récepteurs nucléaires. Ces dermexdulent la
transcription de genes impliqués dans I'homéostdsiglucose et des lipides et dans la
différenciation cellulaire j. Des travaux réalisés sur les adipocytes, surckdhiles
musculaires lisses, endothéliales, des monocyteke®tmacrophages ont montré un role
important de ces PPAR(*). Une question se pose toujours : I'action de® T&r la
fonction ovulatoire est-elle due au traitement deslilino-résistance périphérique, agissant
secondairement sur I'ovaire ou bien a une actioacth de ces composés au niveau de
I'ovaire (%) ? Plusieurs équipes, dont la nétre, ont mont® forte expression de PPAR
dans I'ovaire de plusieurs espéces : humain, peprahgeur et ruminant. Dans un premier
temps, les travaux du laboratoire ont mis en évidame forte expression de PRA#ans

les cellules de la granulosa des follicules ovarieindans I’hypophyse de brebis et ont décrit
les actions de la rosiglitazone (TZD). Elle inhibeyitro, la prolifération des cellules de la
granulosa et elle stimule la sécrétion de proges&et d’oestradiol. Mais cette TZD n'a
pas d’action sur la sécrétion de LH, de FSH, ouG#e dans les cellules hypophysaires
ovines en culture. Ce résultat implique directent®PARy dans la fonction ovarienne. Par

ailleurs, I'équipe a étudié I'expression et le r@ns I'ovaire d’une enzyme responsable de
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la synthese d’acides gras insaturés qui sont, gunsileurs dérivés, susceptibles d’étre des
ligands de PPAR Cette enzyme, la désaturase SCD2 est exprimeée [dwvaire de rate
(cellules de la granulosa, cumulus et corps jauakg. pourrait, en modifiant localement la
nature des acides gras, avoir un réle dans le dgveiment folliculaire et la maturation
ovocytaire, chez cette espece.

Plus récemment, I'équipe s’est intéressée a la PAddtivated protein kinase (AMPK),
une sérine-thréonine kinase et un senseur métaileotigns les tissus périphériques et dans
I'hypothalamus. Elle active les voies cataboligaeshibe les voies anaboliques en cas de
déplétion en ATP. Son rdle dans la fonction de agépction n'avait pas été étudié. Ce
travail a montré I'expression de 'AMPK dans ledlides de la granulosa et de la theque,
dans les complexes cumulo-ovocytaires (CCO) ebilpscjaune de I'ovaire de rate, de poule
et de vache®(" 9. L’activation de 'AMPK, par des agents pharmagptues (AICAR et
Metformine) semble réguler négativement la séanétie progestérone et/ ou d’oestradiol
selon I'espéce. Ses effets s’exercent sur I'expresde trois facteurs de la stéroidogenése
(StAR, P450-scc etBHSD) et sur la voie des MAPK ERK1/2. Ces résultasirraient
permettre de comprendre comment des hormones tglieda leptine et I'adiponectine,
connues pour moduler l'activité de TAMPK dans denbreux tissus, pourraient agir sur le
contrble ovarien. L'une des perspectives de ceair@st d’étudier I'action de 'AMPK sur

la fonction de reproduction au niveau central.

L’ensemble de ces résultats renforce l'idée d'wem Iétroit entre le métabolisme et la
fonction de reproduction. Mais la clé (ou les clds)'énigme n’est (ne sont) pas connue(s).
Il n'existe probablement pas une mais plusieurséodés impliquées. De par ma formation
meédicale spécialisée en Endocrinologie et en Mdéitahe, jai accepté ce travail de these,
au sein de I'équipe de Joelle Dupont, avec ungrasd enthousiasme. Il s’agissait d’étudier
'Expression, la Régulation et le Réle du Systeme ddponectine (Adiponectine et ses
récepteurs) dans I'Ovaire.

Dans l'introduction, seront définis le métabolisres différents acteurs, le tissu adipeux et
les adipocytokines « célebres ». La physiologidadeeproduction femelle y sera abordée
avant de décrire les liens existants entre le nofitabe et la reproduction chez la femelle.
Les objectifs de ce travail seront exposés a laléifintroduction. Dans la seconde partie,
la méthodologie sera présentée. Les résultats iexgdtaux seront rapportés sous la forme
de quatre publications puis ils seront discutésfinErdans une derniére partie, les

principales perspectives et les conclusions setévwtloppées.
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A. Le métabolisme

1. Définition

Le métabolisme se définit par un ensemble de toamsftions qui visent a assurer
I'homéostasie énergétique d’'un organisme vivantl stocke et « épargne » pendant les
phases d’alimentation et mobilise les réserves geniés périodes de jelne. Les fonctions
du métabolisme sont multiplesproduire de I'énergie (métabolisme basal, fonctions
spécifiques, activité physique) a partir d’'un appde substrats, leextraire du milieu
extérieur ousynthétiser des moléculesassurer le renouvellementdes composants et/ou
les dégrader et éliminer les déchets. Les principaux combustibles de loigyae sont le
glucose, les acides gras et les corps cétoniqussrdserves énergétiques sont représentées
par le glycogéne hépatique, les triglycérides dsutiadipeux et les protéines du muscle. Les
fonctions du métabolisme sont régulées au nivebwiaies ou au niveau tissulaire. Il existe
un véritablepartage des tachegntre Iefoie, les muscles squelettiques, le tissu adipeux e
le cerveau Il doit étre en permanence informé de I'état déserves énergétiques de

'organisme.

2. Les acteurs du metabolisme
Dans cette partie sont rapportés des élémentsargleurtout de la physiologie humaine.

Le rble dufoie est central dans le maintien de 'lhoméostasiegétigue. C’est un organe de
synthese, de stockage et de transformations meéjabel Ses cellules fabriquent le
glycogéne et toutes les protéines plasmatiquesxa&dption des immunoglobulines. Elles
ont un réle essentiel dans la synthese des trigies du tissu adipeux et des protéines du
muscle, en produisant respectivement les VLDL (Mewy density lipoproteins) et acides
aminés non essentiels. De plus, le foie fournit sidsstrats oxydables pour ses propres
besoins et ceux des autres tissus.

Au cours des phases d’alimentation, le foie regaét,la veine porte, un certain nombre de
substrats issus de la digestion intestinale desealis. Ces substrats sont utilisés pour la
synthése du glycogéne, des acides aminés non ietsees triglycérides et des
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Figure 1: Trois organes insulino-sensibles
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phospholipides. Lors du jelne, et selon sa durégjste une adaptation métabolique. Le foie
transforme leglycogéne en glucosecarburant essentiel a I'organisme. Des acidesiésni
(surtout de l'alanine et glutamine) et du glycésoi, provenance respectivement du muscle et
du tissu adipeux, sont utilisés pour produire dicgse lors de laéoglucogeneseDes acides
gras non estérifiés (a longue chaine) arrivent tkafsie. Ills proviennent des triglycérides du
tissu adipeux et des acides aminés du muscle qointsensuite convertis egorps
cétoniques Tres schématiquement, en dehors de la patholdgidpie est unorgane
insulino-sensible Pendant I'alimentation c’estltisuline (hormone hypoglycémiante)qui
permet la captation et l'utilisation du glucose fmafoie. Il sera transformé en glycogéene ou
en acides gras. Durant le jeline, le métabolismatiyge s’oriente vers laroduction du
glucoseglucagon-dépendante (hyperglycémiantea partir de la glycogénolyse ou de la
néoglucogénesd-igure 1). D’autres hormones peuvent avoir une action tglgeémiante :
GH, ACTH (antéhypophyse), glucocorticoides (corscorénale), adrénaline (medullo-
surrénale), T3 et T4 (thyroide).

Le foie peut synthétiser descides aminés non essentielst participer, en partie, au
catabolisme de tous les acides aminés issus d@iiades transaminases. Dans le foie, ces
acides aminés peuvent servir a la biosynthese mésimes hépatiques. lls peuvent quitter le
foie et étre distribués aux tissus périphériquesy a biosynthése protéique. Certains d’entre

eux deviendront les précurseurs de composés spéesficomposés azotés, hormonds) (

Le muscle strié produit de I'ATP (Adénosine Triphosphate). C’eat dource d’énergie
directement utilisable lors de la contraction. Lasgle s’adapte a une demande énergétique
variable. Au repos, les acides gras libres issus altipocytes et les corps cétoniques
hépatiques sont les principaux combustibles du laukors d’'un effort, les substrats utilisés
dépendent de l'intensité de I'exercice, de sa detéde |'état nutritionnel et d’entrainement
du sujet. Au début de I'effort, le muscle utilisessgéserves en glycogéne et libére de l'acide
lactique. Lors d’'une activité musculaire soutedaejébit sanguin musculaire augmente afin
de fournir le glucose et les acides gras libresmbiques, prenant une part croissante dans
les oxydations, tandis que la synthese de lactatende. L'importance de la déplétion des
réserves de glycogene est proportionnelle a I'sitérde I'effort. Si I'effort est prolongé, les
acides gras sont plus utilisés que les glucid8s. la diminution de I'insulino-sécrétion et
'augmentation de la production hépatique du glagosrmettent le maintien d’une glycémie
normale durant un effort physique. L'augmentatioa khctivité du systeme nerveux

autonome inhibe [linsulino-sécrétion. De plus, lesrmones de la contre régulation
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(adrénaline, glucagon, hormone de croissance gsabrinduisent la production hépatique de
glucose. La lipolyse adipocytaire est stimuléelpaonus sympathique, les catécholamines et
la diminution de I'insulinémie. Elle fournit, en ppie, les acides gras oxydés par le muscle,
l'autre par étant issue de I'hydrolyse intramusitalades triglycérides, favorisée par la
contraction musculaire et le systeme sympathiqueekkrcice d'intensité modérée entraine
des modifications hormonales favorisant la lipolysntrainement diminue les réponses

hormonales mais augmente la sensibilité aux hormtaerisant la lipolyse'f).

Le cerveau posséde une consommation énergétique trés statdeg’un effort intellectuel
intense ou lors du sommeil. Il contient peu de éras et tres peu de glycogene. Il est
directement dépendant de l'apport glucidique issufale. Le glucose est donc le substrat
energétique préférentiel du cerveau. En cas deejgiinlongé, il peut utiliser les corps
cétonigues comme substrat énergétique. Dans celemggéserves de triglycérides sont
dégradées dans le foie en acétyl-CoA et en conamigéies. Cela lui permet d’alimenter le
cerveau en épargnant une dégradation trop impertd@s$ protéines musculaires en acides
aminés, substrats de la néoglucogénése. Enfirerleau a besoin d’informations continues
sur les changements des réserves énergétiqueainSareurones sont, par exemple, sensibles
a des taux circulants de nutriments et en paréicui glucose't?. Ainsi des hormones
secrétées au niveau intestinal telles la cholékyste et le glucagon-like peptide 1 ont des
effets inhibiteurs de la prise alimentaire a cdartne, alors que d’autres hormones comme
I'insuline, la leptine ou I'Adipo ont des effetsl@ng terme sur la régulation de la balance
énergétique. Elles informent les centres régulateerl’état des réserves de l'organisme. La
leptine et I'Adipo sont produites par le tissu adip comme beaucoup d'autres

adipocytokines actives.

3. Le tissu adipeux

Le tissu adipeux, longtemps considéré comme un tiesstockage inerte, est depuis ces 20
dernieres années au centre du métabolisme énergétijest un organe actif et complexe.

Deux types de tissu adipeux existent chez les mé&mesi le tissu adipeux blanc et le tissu

adipeux brun qui ont des propriétés distinctestié®u adipeux brun, présent en plus faible
qguantité, que je ne ferai qu’évoquer ici, joue dle essentiel dans le contrdle de la
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thermogenése chez le nouveau-né, les petits mamasjfles rongeurs et les hibernants. Le
tissu adipeux blanc, appelé plus communément « gisEisseux », a pour fonction principale

de stocker et de libérer I'énergie nécessaire sielorbesoins de I'organisme. Il est aussi la
source de nombreux facteurs ayant des actions endscparacrines ou autocrines et des

fonctions multiples.

3.1. L’adipogénese

L’adipogénése se définit par 'ensemble des prareaboutissant au phénotype d’adipocyte
mature. Deux grandes étapes sont requises. Lagneshai détermination se caractérise par
une sélection du lignage adipoblastique a partingirécurseur mésenchymateux. Ce dernier
multipotent est a l'origine de cing types celludgir myocyte, chondrocyte, ostéocyte,
adipocyte et fibroblaste. L'existence de ce prémursjustifie que le tissu adipeux soit
considéré comme une source de cellules soucheipatatites {*' 1. Les adipoblastes ont
une phase de croissance exponentielle jusqu’awEde. Commence alors la seconde étape,
la différenciation. Les pré-adipocytes deviennent peu a peu des @das matures. Tout
d’abord, des événements précoces surviennentuelieqemodelage du cytosquelette et de la
matrice extracellulaire et I'expansion clonale (fwenlimité de mitoses)'{ 9. Puis, ces
cellules qui ont arrété leur croissance, vont adgukes propriétés lipogéniques et
lipolytiques, leur hormono-sensibilité et leur ceipé sécrétoire, propres aux adipocytes
maturesfigure 2).

In vitro, plusieurs modeéles cellulaires ont été utilisésurponieux comprendre ces
phénomenes : les cellules souche embryonnairesoEotentes pour la détermination,
lignées préadipocytaires pour la différenciatih').

L’acquisition du phénotype adipocytaire mature daépe’'une programmation génétique
précise, contrélée par de nombreux facteurs desdrgmion. Il existe un équilibre entre les
facteurs pro- et anti-adipogéniques.

Des expériences menées a la faivitro etin vivo, ont montré I'implication de la C/EBP
(CCAAT/enhancer binding protein-alpha) dans I'adigoese. La C/EBP peut transactiver
certains genes induisant sa propre expressione adl PPAR et le maintien de la
différenciation et donc I'élaboration du phénotypature. Les C/EBP$ (et 5), induites tres
tét, influencent la maturation. Elles pourraierigpiies des modéles in vitro, faciliter I'action
de PPAR. Leur action conjointe avec PPARemble activer I'expression de C/EBP
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Figure 4 : Tissu adipeux blan@dapté de Histologie, les tissus, Poirier et 2006
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PPARy et plus précisément l'isoformg2 joue aussi un réle important sur le contrble
transcriptionnel de la maturation adipocytaffe¥ 'y. Ce PPAR est spécifiquement exprimé
dans les adipocytes, surtout au moment de la diftéation et active de nombreux genes
spécifiques de l'adipocyte. Son réle parait prégoant car la réintroduction de PPARans
des cellules dépourvues de C/EBRestaure en quasi-totalité le phénotype adipomytai
vrai, la réintroduction de la C/EBRhe suffit pas.

D’autres facteurs tel ADD1/SREBP-1c (adipocyte dateation and differentiation factor-
1/sterol regulatory element binding protein-1c) bemt étre impliqués dans l'adipogénése
mais aussi dans la lipogenese en stimulant 'espyesde genes d’enzymes. lIs pourraient
étre aussi un relais des effets de I'insuliffe (

Il existe de nhombreux autres facteurs proadipogmsiqcomme il existe un grand nombre de
facteurs antiadipogéniques. L'équilibre entre cedaules, s’accompagne d’'une adipogénéese
adaptée. La voie de signalisation Wnt est I'exengpiecontréle négatif de la différenciation
adipocytaire. Les facteurs Wnt sont des protéigeséstes par de nombreuses cellules et se
fixent sur des récepteurs de type Frizzféll Ces facteurs favorisent les lignages musculaires
et osseux et inhibent I'adipogénese. Les coréguiatpeuvent étre cités : TRAP (Thyroid
hormone receptor-associated protein), PGC-1, SRTH-2, des coactivateurs ou NCoR,
SMRT, des corépresseufé)(En s’associant aux facteurs de transcriptichdele PPAR ou
C/EBP, ils modulent positivement ou négativemerdiféérenciation t%). Enfin, des facteurs
extracellulaires et des voies de signalisation patragir sur la différenciation adipocytaire.
Ces effecteurs pro ou antiadipogéniques peuvent av@ action endocrine ou paracrine

(origine préadipocytaire ou adipocytairejigure 2 et 3

3.2. Le tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux blanc joue un réle essentiel damsaintien de ’homéostasie énergétique.
Ses localisations sous cutanées et péri-viscéoaledes activités métaboliques et sécrétoires
différentes ). Le tissu adipeux blanc représente 10 & 25% dealsse totale de I'organisme

selon le sexe. Il est composé surtout d’adipocigel®s ou groupés en amas dans un tissu
conjonctif vascularisé et innervégure 4). Au sein de cette matrice extracellulaire unique,

d'autres types cellulaires sont représentés tels e qules  précurseurs
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Figure 5 (A et B): Les facteurs produits par le tissu adipeux intemvét dans de
nombreuses fonctions de I'organisradapté de Trujillo et al, 20062?)
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adipocytaires, les fibroblastes, les cellules emélales, les leucocytes et les macrophages,
capables eux aussi de sécréter des moléculesatiatitierses?®’ 1.

Les deux fonctions de base de I'adipocyte sontelpart la synthése et le stockage illimité
des acides gras sous forme de triglycérides, ettr@’gpart I'hydrolyse de ces triglycérides
accumulés. La lipogénese de novo est quasi inexésichez 'lhomme. Le volume de cette
cellule peut varier jusqu'a 1000 fois. Le turn-oveles triglycérides est controlé
essentiellement par deux lipases, la lipoprotéipaseé (LPL) et la lipase hormonosensible
(HSL, 2. La LPL, présente dans les vaisseaux, et la k8h adipocytaire sont responsables
de la lipolyse des TG en acides gras et en glyc€ed réactions sont soumises a un controle
hormonal. L'insuline stimule la lipogénese adipaing tandis que les catécholamines
stimulent la lipolyse adipocytaire. Au cours degpa® l'insulinémie, la glycémie et la
lipidémie s’élevent, stimulant la formation des &3eur stockage dans le foie et dans le tissu
adipeux. Inversement, la diminution de l'insulinéndiurant les périodes de jeline entraine la
glycogénolyse et la lipolyse via [lactivation du s8me nerveux sympathique et
laugmentation du glucagon, de [I'épinéphrine et dglscocorticoides. Ces derniers
maintiennent des apports de glucose suffisants [@werveau et les organes vitaux. Les
acides gras provenant du tissu adipeux sont oxpdédes muscles et le foie ; les corps
cétoniques généreés servent de carburants au cestaan organes périphériques.

De par ses propriétés anaboliques et cataboligeedissu adipeux est au centre du
métabolisme énergétique, mais il se définit aussirne un véritable organe endocrine. Les
adipocytes secretent de nombreuses molécules tjgiesnactions endocrines, paracrines ou
autocrines. Ces différents facteurs biologiquest sl@s outils de communication avec les
autres tissus de I'organisme et peuvent intervéairs la régulation de nombreuses grandes
fonctions telles que l'inflammation, ’lhémostase nhétabolisme et la reproductidiggres 5

A et B).

3.3. Un organe endocrine

Sans faire de catalogue, certaines adipocykinesplies étudiées, seront présentées. Elles
exercent des actions modulatrices sur des grandestidns de l'organisme. Ces
adipocytokines sont par définition, des protéinezdpites et secrétées dans la circulation,

principalement par les adipocytealfleaux 1 et 3.
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Substance Biological effect

Leptin Signals to the CNS about the body’s energy stocks

Adiponectin Increases sensitivity to insulin, is antiinflammatory and attenuates
the progression of atherosclerosis

Resistin Increases insulin resistance

TNF-c Lipalytic, increases energy consumption and reduces sensitivity to
insulin

Interleukin-6 Proinflammatory, lipolytic, reduces sensitivity to insulin

Adipsin Activates the alternative complement pathway

ASP Stimulates triacylglycerol synthesis in WAT

Angiotensinogen Precursor of angiotensin II, involved in regulating arterial blood pres-
sure

PAI-1 Inhibits plasminogen activation, blocking fibrinolysis

Tissue factor Initiates the coagulation cascade

VEGF Stimulates vascular proliferation (angiogenesis) in WAT

Visfatin Insulinomimetic predominantly produced by visceral fat

Monobutyrin® Vasodilator and inducer of vascular neoformation

TGF-B Regulates a series of processes in WAT, including proliferation of
preadipocytes and differentiation, development and apoptosis of adi-
pocytes

IGF-1 stimulates proliferation and differentiation of adipocytes

HGF Stimulates differentiation and development of adipocytes

MIF Immunoregulator with paracrine action in WAT

LLPT Hydrolysis stimulating enzyme in the TAG of lipoproteins (chylomi-
cron and VLDL)

cetp’ Transfers cholesterol esters between lipoproteins

Apo-ET Protein component of lipoproteins, especially VLDL

Prostaglandins® Regulators of many cellular processes, active during inflammation,

blood coagulation, ovulation and secretion of gastric acid

Estrogens* Produced by the action of aromatase, this is the principal source of
estrogen in men and postmenopausal women

Glucocorticoids* Generated by the action of 11-hydroxysteroid dehydrogenase, type
11, which transforms cortisone into cortisol in WAT

Apelin Its biological actions are not very clear yet, but are related to control
of the body’s energy stores

ASP = acylation stimulating protein; CETP = cholesterol ester transfer protein; CNS = central nervous system; HGF = hepatocyte growth factor; IGF1 =
insulin-like growth factor-1; LLP = lipopraotein lipase; MIF = macrophage migration inhibitory factor ; PAL-1 = plasminogen activation inhibitor -1; TAG =
triacylglycerols; TGF-B = transforming growth factor-B; TNF-0. = tumor necrosis factor-¢; VEGF = vascular endothelial growth factor; VLDL = very low
density lipoprotein; WAT = white adipose tissue.

* Non-protein substances.

" Proteins without hormaonal action.

Tableau 1 : Facteurs protéiques et non protéiques produitéaeésss par le tissu adipeux
blanc,d’aprés Fonseca-Alaniz et al, 2007%
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3.3.1. La leptine

La leptine a été identifiée en 1994 comme le produit du géimelécrit chez la sourig?.
Cette protéine est composée de 167 acides amieka). Les souris obéses (ob/ob)
présentent un déficit de production de la prot@neapport avec un déficit génétique. Ces
animaux ont en plus de I'obésité génétique, un t#pgégmenté et ils ne connaissent pas la
satiété. lls présentent des troubles de la réguldatiermique, une élévation de corticostérone
et un hypogonadismé¥. Ces souris sont insulino-résistantes et diabétiqgChez I'humain,
les mutations du gene de la leptine ou de son t&gegont rares. Dans les deux cas, les

patients sont obeses, hyperphagiques et leur guestrsouvent retardée.

Le géneest localisé sur le chromosome 7g31.3. | compi@maons et 2 introns. Sa région
promotrice possede des sites TATA box et C/EBP sdes éléments de réponse du récepteur
des glucocorticoides (GRE) et de I'AMPc (CREY).( Le géne s'exprime presque
exclusivement dans le tissu adipeux, dans les agig® matures. Il s’exprime aussi dans
d’autres tissus comme le placenta, I'antehypophlisgpothalamus, la moelle osseuse, le
fundus gastrique, le muscle squelettique et damsthiélium mammaire en moindre quantité
(29, 30, 31, 33_

La transcription du géne ob est régulée par plusidacteurs. Le pourcentage de masse
adipeuse induit des variations de I'expression doegde la leptine. La concentration de
leptine dans la circulation dépend surtout de dpction du tissu adipeux (80% en sous
cutané). L'augmentation de la masse grasse chemé et le rongeur s’accompagne d’'une
augmentation de la leptine plasmatique et inversgnme cours d’'une perte de poids, sa

concentration diminue®{ 3% 3% 36 37. 38

C’est pour cette raison que sa concentration est
directement corrélée a la sévérité de I'obésitéptiae alimentaire stimule la sécrétion de
leptine et I'insulinémie est directement corrélda Beptinémie. La diminution de sécrétion de
leptine pendant le jeline ou l'augmentation poshhiade est liee a I'effet transcriptionnel de
linsuline (9. Tandis que les glucocorticoides, les oestrogéeieses cytokines de
linflammation (TNF-alpha, IL-1) augmentent I'exgs@on du gene de la leptine, les basses
températures, les stimulations adrénergiques, la @&d hormones thyroidiennes, les
androgénes et la mélatonine semblent diminuer agran d’expression®{ ** 4. Enfin, le

géene de la leptine répond a un rythme circadien ame concentration nocturne plus élevée.
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Hormone receptor

Principal biological effects

Leptin (+) Lypolisis and lipid oxidation

Insulin (+) Lipogenesis and glucose capture and (-) lypolisis
Glucocorticoids (+) Lypolisis

Glucagon (+) Lypolisis

Catecholamines (+) Lypolisis

Tsand T, (+) Lypolisis

Sexual steroids Regulate adipocyte development

IGF-1 (+) Adipogenesis

GH (+) Lypolisis

Prostaglandins (-) Lypolisis

TNFe (+) Lypolisis and increase insulin resistance
IL-6 (=) LPL, (+) Lypolisis

Adenosine () Lypolisis and (+) glucose capture
Adiponectin (+) Insulin sensitivity

Gastrin Regulates leptin expression

CCK Regulates leptin expression

GIP (+) Synthesis of FFA and TAG

GLP1 (+) Synthesis of fatty acids

ASP (+) Synthesis of TAG

ANP Modulates glucose metaholism

Angiotensin I1

(+) Lipogenesis, induces insulin resistance

Bradykinin Increases sensitivity to insulin
EGF Regulates adipocyte differentiation
TGF-B Blocks adipocyte differentiation
Melatonin Synergizes the action of insulin

ANP = atrial natriuretic peptide; ASP = acylation stimulating protein; CCK = cholecystokinin; EGF = epidermal growth factor; GH = growth hormone; GIP
= gastric inhibitory peptide; GLP1 = glucagon-like peptide-1; IGF-1 = insulin-like growth factor; IL-6 = interleukin-6; TGF-p = transforming growth factor
B; TNFa. = tumer necrosis factor o.

The list above is partial, since many other substances with biological actions have been tested and shown to have effects on adipocytes or adipogenesis.
The purpose, therefore, of this list is to demonstrate that WAT is the target of a wide range of hormones that participate in regulating its metabolic and
endocrine activity and to reveal the importance of these tissues for the body's energy hamoeostasis.

Tableau 2 :Récepteurs hormonaux identifiés dans les adipocytes
d'aprés Fonseca-Alaniz et al, 2007, (506)
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Le récepteur de la leptine, ob-R, appartient a la classe ladéaimille des récepteurs des
cytokines et a pour ligands plusieurs interleukifge® a IL7), la GH, la prolactine et
I'érythropoiétine. Plusieurs isoformes de cettetgone existent. Elles se différencient par la
longueur de leur domaine intracellulaire et donc learr activité (figure 6). L’isoforme
longue Ob-Rb, possédant un segment intracelluiam@ortant, permet la transduction du
message et est le plus impliqué dans la balanceyétitpie. Il est tres présent au niveau
hypothalamique’t*3. Parmi les isoformes courtes, Ob-Ra est ubiqeitdi existe aussi Ob-
Rc, Ob-Rd et Ob-Re (la forme circulant&).(La mutation de ce géne est responsable d'une
obésité génétique secondaire a la résistancesgtiae (souris db/db ; rat fa/fajigure 7).

En présence de leptine les récepteurs forment orerdi entrainant un changement de
conformation et une activation de la voie JAK-STA@ctivation de la Janus kinase puis
transduction du signal et activation de la trampsimn par les protéines STAT®). Ces
dernieres subissent une phosphorylation, puis, o de dimeres, migrent dans le noyau
et activent des régions promotrices de certainggédd’autres voies de signalisation peuvent
étre activées ; par exemple jun-kinase (JNK), MABke p38 et ERK, PLC, prostaglandines
PGE2/PGF2 ou AMPK*) (figures 8 & 10).

La leptine, directement corrélée a limportance ldemasse adipeuse, délivre donc a
I'organisme et en particulier au cerveau une inftion capitale sur I'état du stock de nos
réserves énergetiques. Elle exerce un réle importiams la régulation de la balance
énergétique, en agissant négativement sur la aliisentaire et positivement sur la dépense
énergétique. Ces roles sont bien démontrés chemggeur mais la régulation apparait plus
complexe chez I'hnumain. Elle est capable de dintidaeprise alimentaire via son action
opposée sur deux populations de neurones locala@s le noyau arqué de I'hypothalamus.
Tout d’abord, chez la souris, la leptine stimulesyathése et la libération de neuropeptides
anorexigenes. lls sont capables d’augmenter la ooom@tion énergétique: POMC
(proopiomelanocortine), CART (cocaine and amphetamelated transcript)*). De plus,
toujours chez le rongeur, la leptine inhibe I'exgzien du NPY (neuropeptide Y) et du
peptide AgRP (Agouti Related Peptide), impliqguésstées deux dans 'augmentation de la
prise alimentaire et dans la diminution de la coms@tion énergétiquéd (figure 11).

La leptine stimule l'utilisation du glucose au revedes muscles et du tissu adipeux brun via
le systéme nerveux sympathiquid).(Son réle régulateur sur la sécrétion d'insukneur la
sensibilité périphérique a l'insuline reste cone®é dans la littérature. Les modeles d’obésité

génétique de souris ob/ob sont souvent diabétiguiesulino-résistants. En
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Figure 6 : Structures des isoformes du récepteur de la leptiR, le plus long, responsable de
la transduction du message, d'apBésiner et al, 2007243

Mutant DNA level mRNA level Protein level
LRH LRa, LRe-f

db/db mouse G — T at the region Abnormal splicing Absent Functional
encoding the
infracellular domain

Zucker fa/fa rat A — C at the region Glu — Pro codon Dysfunctional Functional
encoding the conversion
extracellular domain
Koletsky fif rat T — A at the region Early stop cedon Absent Absent

encoding the
extracellular domain

Figure 7 : Les mutations du récepteur de la leptine et lesantatchez le rongeur,
d’'apres Steiner et al, 2007, (42)
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revanche, certaines étudasvitro montrent que les adipocytes de rats cultivés ésgurce de
leptine sont moins sensibles & I'insulin® @lors que d’autres équipes montrentimuivo,
chez 'humain comme chez I'animal, 'administratida leptine peut améliorer la sensibilité a
I'insuline.

En plus de sa fonction lipostatique, la leptine iegpliquée dans la maturation de I'axe
gonadotrope®t3. Chez les souris ob/ob, cette hormone est capEbtestaurer une puberté
et une fertilité, d’accélérer la puberté chez bts normaux et de faciliter les comportements
de reproduction chez les rongeuty.(Le déficit ou I'insensibilité en leptine est arlgine
d’un hypogonadisme hypothalamique chez I'humaiteeongeur 9. Des mutations du
géne de la leptine sont responsables d’anomaliesycle chez la femme. Enfin, la leptine
semble essentielle pour acquérir une puberté etautilié normale ).

La leptine peut intervenir dans le processus adldinmation de par sa structure « cytokine-
like » et en augmentant la production de cytokitgs état pro-inflammatoire a été observé
en cas dhyperleptinémie. Elle est capable de otartrla production de TNF-alpha,
I'activation et 'adhésion des macrophages, la pbgtpse et la prolifération des lymphocytes
T. Cette hormone accroit la compétence du systémmeinitaire {>°9.

L’effet angiogénique vient de son action posifiveritro sur la formation des capillaires, dans
les cultures de cellules endothéliales fratvivo et cellules humaines en culturéf)( La
leptine augmente la prolifération de ce type callel Elle peut provoquer une réponse
positive de la pression artérielle en activantylst&me sympathique. Au contraire, elle peut
entrainer une baisse de pression par une synthésle de NO, indiquant une dualité d’action
).

Elle augmente I'oxydation des lipides dans les nesssquelettiques et réduit la synthése des
triglycérides dans le foie, en activant 'AMPRY

Enfin, certaines équipes ont rapporté un effet negla vieilissement. Chez le rat, ce
vieillissement peut diminuer la quantité de récertede la leptine dans I'hypothalamus et

altére la transduction du signaf)(

3.3.2. La résistine

La résistine est un des membres d'une famille de protéineserieh cystéine appelées
« resistin-like molecules » RELM ou « found in afimatory zone » FIZZ{%3. Le premier
membre FIZZ1/RELM, peptide de 111 acides aminés a été mis en éwddats le liquide

alvéolaire de souris lors d’une réaction allergiqkiite par I'ovalbumine®f).
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10.

Figure 8, 9, 10 Voies de signalisation activées par la liaisonifeptécepteur,
adapté G. Friihbeck, 20068
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Quelques cellules contenant FIZZ1 ont pu étre mésegvidence dans le tissu mammaire,
cardiaque, lingual, médiastinal et dans les mussteelettiques®f). L'origine de FIZZ1,
circulant dans le plasma n’est pas claire. Bientggg présent dans le tissu adipeux blanc des
rongeurs sains, le messager de FIZZ1 n’est pasnegmtans les adipocytes 3T3-L1 (souris)
en culture suggérant une origine vasculaire. Caeouris, FIZZ2 est présent seulement dans
I'intestin gréle et le colon et semble impliqué dlda prolifération cellulaire. FIZZ3, la
résistine, est exprimée exclusivement dans le aspeux blanc®¢®3. C’est un peptide de
114 acides aminés ; 20 composent la séquence gyrddl sont des résidus cystéines (10 a
proximité de I'extrémité C terminale et 1 prochel@atrémité N terminale). Chez le rat, la
résistine est aussi exprimée dans le tissu adipeux mais en faible quantité. Contrairement
a FIZZ1, la résistine est déja présente dans Emdgrocytes mais n’est pas retrouvée dans la
fraction stromale vasculaire du tissu adipeux. Efie produite et sécrétée dans la circulation
par les adipocytes chez le rat et la souris.

Le genede la résistine humaine est situé sur le chromos#ndrois exons codent pour la
résistine {*®9. Ce géne a été mis en évidence alors qu'étageherchées de nouvelles cibles
pour les TZD (traitement de I'insulino-résistandceda diabete de type 2). La recherche des
polymorphismes a mis en évidence des variationeis@mt dans les régions non codantes.
Certaines régions situées au niveau du promotenblsat étre associées a un certain degré
d’insulino-sensibilité (population Utah avec aneétmord européens$®( et population
francaise du Canad&’Y. En revanche, dans les populations italienfisef japonaises®))

des variations génétiqgues ne sont pas associéebésité ou au diabete de type 2. Il faut
noter que le géne de la résistine posséde unenrégimable de lier la protéine C/EBRui
appartient a la famille des facteurs de transanipét qui, comme les PPARS, sont importants

dans la régulation de la différenciation adipoagai

La régulation de I'expression de la résistineest controversée. Certaines études montrent
gue la rosiglitazone (TZD), inhibe I'expressionldeaésistine dans les adipocytes 3T3-L1 en
culture, dans des adipocytes mattiresitro et chez des souris db/@bvivo (">"%). Une autre
observation rapporte I'activation de son expresganles agonistes des récepteurs PPAR
chez les rongeurs obésé§.(Certaines hormones semblent controler I'expoesdu géne de

la résistine dans le tissu adipeux. Ainsi, dansddgpocytes 3T3-L1, linsuline diminue
I'expression de la résistine tandis iquvivo, chez le rat obéese zucker et chez les souris
diabétiques (induit par la streptozotocine) I'insala un effet stimulant sur son expression

("®. Les glucocorticoides semblent augmenter I'exgioesde la résistine dans
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Figure 11: Modéle du contréle de la prise alimentaire: caafién entre la leptine et l'insuline
adapté de Schwartz et al, 200fF) (

ARC (noyau arqué) ; PVN (noyau hypothalamique paraiaulaire) ; LHA (hypothalamus latéral ;
PFA (aire périfornicale) ; NPY (neuropeptide Y) ; POM( pro-opiomélanocortine) ; CCK
(cholécystokinine) ;1 ( stimulation de la prise alimentaire) ( inhibition de la prise alimentaire)
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Figure 12 : Action de la résistine: produite par les adipocyédie induit une diminution de
I'insulino-sensibilité au niveau du foie et des olas,adapté de Ukkola et al, 20025)
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les adipocytes. Plus récemment, l'influence négatie I'hormone de croissance a été
montrée sur 'expression du géne de la résisfiheEnfin, la concentration plasmatique de la
résistine diminue a jeun et augmente apres un gempasretrouver des valeurs normales chez
la souris (°).

Le role exact de la résistine est encore sourcdéthat figure 12). Des premieres études
montrent que I'obésité, induite par un régime riehegraisse, secondaire a des mutations du
gene de la leptine (souris ob/ob) ou du gene deré&oepteur (db/db), s’accompagne d’une
élévation de concentration de la résistine. L'adstiation intrapéritonéale de reésistine
provogue une augmentation de la glycémie et dedlinémie chez la souris. Dans, ce cas, la
réponse hypoglycémique diminue apres injection sdiiime. L'emploi d’anticorps anti-
résistine entraine une diminution de la glycémiaret augmentation de I'insulino-sensibilité
chez la souris obésé&), Enfin, la résistine semble diminuer la captatibnglucose induite
par I'insuline dans les cellules 3T3-L1 en cult(f®. Ces données suggérent que la résistine
peut entrainer une insulino-résistance chez le enanglL'effet inhibiteur des TZD sur la
résistine confirme leur action insulino-sensibiiize. En revanche, d’autres travaux ne
confirment pas ces résultats. Ils observent unéndition de I'expression de 'ARN messager
de la résistine dans le tissu adipeux blanc dafféreiits modéles d’obésité chez la souris
(induite par le régime, souris ob/ob et db/dB)9. Chez les rats soumis & un régime riche en
fructose présentant une hyperglycémie, une hypdnmisnie, une hypertriglycéridémie et
une hypertension, I'expression protéique de lastiés est diminuée dans le tissu adipetx (
L’invalidation du gene de la résistine s’accompadhme diminution de la glycémie a jeun,
d’une augmentation de la tolérance au glucose ¢inselino-sensibilité (°). Le déficit en
résistine entraine l'activation de 'AMPK et rédliexpression des genes codant pour les
enzymes de la néoglucogénése hépatique. Certairsur montrent que la résistine peut léser
I'endothélium en induisant la sécrétion d’endoth@lil par I'endothelium mais aussi en
induisant I'altération de I'expression des molésuéadhésion VCAM-1 et MCP-T). Elle
peut aussi stimuler directement la prolifératiors @ellules musculaires lisses dans l'aorte
humaine {9).

Chez I'humain, les résultats sont aussi controgensétamment ceux concernant l'origine de
sa sécrétion. Chez le sujet mince, 'ARN messagda désistine est indétectable dans le tissu
adipeux §9). Chez I'obése, des transcrits de résistine sonwés dans le tissu adipeux mais
aucune corrélation n'a pu étre mise en évidencesdihdice de masse corporel (IMC),
'importance de la masse grasse, l'insulino-réarstaet le niveau d’expression de 'ARN

messager de la résistinE*{). Chez I'humain, la résistine est présente danfrdction
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vasculaire du tissu adipeux, dans les monocytkes ehacrophages dans le sang circul®it (

A linverse, son ARN messager n'est pas détecté tmadipocytes méme par RT-PCR ultra
sensible ni chez le sujet mince, ni chez les sijstdino-résistants obéses ou diabétiqdds (
Cependant, chez I'humain, la résistine est tresieée dans les préadipocytes mais rarement
détectée dans les adipocytes matures. Son rolé quescelui des autres membres de la
famille FIZZ, reste a démontrer. lls pourraienteimvenir dans la différenciation et la
prolifération cellulaire. Le résistine est capablahiber la différenciation des adipocytes.

Enfin, les FIZZ pourraient agir dans I'inflammatiohronique liée a I'obésité.

3.3.3. L'adiponectine

L’Adipo a été identifiée par 4 groupes différents. En 199%te protéine est mise en
évidence dans le milieu de culture des adipocyi&sl3 de souris et dans le sérum de souris
en grande quantité. Elle est nommée, pour la prenfigds, « adipocyte complement-related
protein of 30 kDa » (ACRP30), en référence a sandlogie de structure avec le facteur C1q
du complément®(). Un autre groupe a décrit en 1996 une protéiratique chez le rat et la
souris, appelée AdipoQ. Hu et al, en 1996, évooomr pa premiére fois, une moindre
expression de cette protéine chez les sujets olf&se€’est aussi en 1996, que I'équipe de
Maeda, isole puis détermine, a partir d'une bandeegene du tissu adipeux humain, la
séquence du gene de I'Adipo. Il est appelé, apMdigose most abundant gene transcript 1 »
(®®). Enfin, Nakano et al, isole la protéine du plasraenain. Il lui donne le nom de « gelatin-
binding protein of 28 kDa (GBP28}"). L'intérét pour I'’Adipo ne se développe réellernen
gu’a partir des années 1999-2000. C’est une pm@téiajoritairement issue du tissu adipeux
(adipocytes matures). Trés vite, il est mis en é&w@ une association entre I'obésité, le
syndrome métabolique et des concentrations bassdfpd dans le sang. Cette baisse peut
aussi se rencontrer dans le diabéte de type etldgathologie vasculairé®f9.

Le geneest situé sur le bras long du chromosome 3927 idh@nme et sur le chromosome

16 chez la souris. Il comprend 2 introns et 3 exdors le premier n'est pas codant. Sa taille
est de 16 kb. Chez I'humain, des éléments du symelmmétabolique pourraient étre associés
a un QTL (quantitative trait loci) situé sur le cshmosome 3. Ce QTL aurait une influence sur

les concentrations sériques de I'adiponectine.
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L’Adipo est une protéinede 30 kDa, composée de 247 acides aminés chenrfieoet de
244 acides aminés chez la souris. Sa séquencegdiién conservée chez les mammiféeres
(80% d'identité avec la souris{%. Le monomére comprend 4 domaines : au niveau de
I'extrémité N-terminale, unséquence signapuis uneséquence hypervariableundomaine
collagéne-likeet au niveau de I'extrémité C-terminale domaine globulaire (téte) figure

13). Cette protéine peut exister sous forme entieresaus forme globulaire de plus petite
taille. La forme entiére est la plus abondante deuptasma. L’équipe de Waki et al a proposé
que la forme globulaire soit issue du clivage @alipo par une élastase leucocytaire secrétée
par des monocytes activés ou des neutrophifesMais le réle physiologique de ce clivage
est encore inconnu. La protéine native secrété¢ gietuler sous la forme de nombreux
multimeres figure 14) : des triméres pouvant s’assembler en dimérabaitir a des formes
hexamériques (LMW) ou des formes de moyen (MMW)deutrés haut poids moléculaire
(HMW) multimériques (18 meres). Ces différentesrfes peuvent circuler dans le sang. De
toutes ces formes, c’est la HMW qui semble avoipllss grande importance clinique. De
nouvelles méthodes de dosage ELISA chez 'humammeiront d’apporter des réponses
(°*%). Elle bénéficie de modifications post-traductielies essentielles & sa bioactivité
(glycosylation, hydroxylation)®f). Des glycoprotéines peuvent étre associées dptAdSa
structure primaire présente des homologies avéacteur C1gq du complément et la structure
tertiaire du domaine globulaire ressemble au TINR-ce jour, aucune interaction n’a pu étre
mise en évidence entre I'Adipo et I'un des memhteda super famille des récepteurs du
TNF. Cette Adipo est la plus abondante des prosépreduites par le tissu adipeux et sa
concentration est élevée entre 2 et 20 pudffiP( Les complexes trimériques sont quasiment
indétectables et les formes MMW et HMW sont prégoadtes dans le sérurf'{). Elle
représente a peu prés 0,01 % des protéines sérigiass et sa forme globulaire 1% de
I’Adipo totale. Comme pour beaucoup d’hormoneseiinble exister un rythme circadien de
sécrétion avec une concentration maximale le mam 8h00, une diminution nocturne et
une concentration minimale vers 4h00 du mati (I existe aussi un dimorphisme sexuel.
Chez la femme, les concentrations sont plus élegéeschez 'hnomme. Cette différence
apparait au moment de la pubertd. (Ce dimorphisme peut étre expliqué par une adipos
plus marquée chez la femme que chez 'lhomme. Ldsoganes et plus particulierement la
testostérone pourrait jouer un réle inhibiteli?t%). Cette différence est constatée également

pour la leptine mais pas pour la résistitté)(
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L’Adipo posséde au moingeux types de récepteurs AdipoR1 et AdipoR#igure 15). lls

ont été découverts et clonés en 2003 en criblast hanque d’ADN complémentaire de
muscle humain codant pour des produits capablesedir & I'Adipo globulaire'f?). Ces
protéines sont tres conservées de la levure al'Btrmain. La protéine homologue de
I’AdipoR1 chez la levure joue un réle dans le métame lipidique et dans I'oxydation des
acides gras'{*'%. Ils sont des récepteurs & 7 domaines transmesabea mais ne sont pas
couplés aux protéines GFigure 15. lls ont, en effet, une extrémité C-terminale
extracellulaire et N-terminale intracellulaire etsdmessagers différents. C’est par le biais de
ces deux types de récepteurs que I'Adipo peut erexan action. Ces deux récepteurs sont
exprimés de facon ubiquitaire. AdipoR1 est plusnalamt dans le muscle squelettique et lie
préférentiellement la forme globulaire de I'Adipeea une haute affinité alors qu’AdipoR2
est surtout présent dans le foie et se lie aux deures, avec une affinité intermédiaire
(193199 AdipoR1 et R2 sont aussi exprimés dans le ghpeux et dans le cerveau, dans les
cellules B du pancréas, dans les monocytes et les macrophetgetans la plaque
d’athérosclérose'P1971%. Lors d’expériences, I'inactivation ciblée dexfgession du géne
d’AdipoR1/R2 via un ARN interférence (ARNi), provag une diminution de I'oxydation de
acides gras stimulée par I'Adipo (forme globulaine forme entiére) dans des cellules en
culture (%). Des équipes ont pratiqué des invalidations cétepldes génes AdipoR1 et R2
chez la souris et ont mis en évidence des troubi&mboligues comme l'augmentation de
production de glucose intra-hépatique, diminutienlal tolérance au glucose, élévation de la
résistance a l'insuline'®). D'autres études ont montré aussi que la liad®iAdipo & ses
récepteurs entraine une augmentation de I'oxydatemacides gras au niveau du foie et du
muscle et de la captation du glucose dans le m@Et)e Les récepteurs de I'adiponectine
activent les voies de signalisation PRAf®xydation acides gras) et la 5-AMP protein kenas
(AMPK), MAP kinase p38 (oxydation des acides grasaptation glucose)}?) (figure 16).
Plus récemment, des études montrent qu’AdipoR1sela extrémité N terminale peut
interagir avec I'APPL 9. Cette interaction pourrait influencer I'activaii de I'AMPK,
Adipo-dépendante’{?). Chez le rongeur et chez I'humain, les réceptelerd’Adipo sont
présents dans I'hypothalamus et comme ceux deplinée au niveau du noyau arqué de
I'hypothalamus 1**1). L’Adipo est présente dans le liquide céphaloigien (LCR) chez
I'humain et la souris *t*'*j. Chez cette derniére espéce, elle semble, vigoRii,
augmenter I'activité de '’AMPK et stimuler la prisémentaire {*3).

L’équipe de Hug et al a mis en évidence un autpe tye récepteur, la T-cadhéririgre

16). Il s'agit d'une protéine qui est située sur lersant extracellulaire de la membrane
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cytoplasmique et qui joue un role dans I'adhésielfutaire ¢*4. Elle est exprimée dans les
cellules endothéliales et musculaires lisses. Leadhérine peut lier les formes LMW et
HMW de I'Adipo. Son mode de transduction du messaigst pas encore tres bien connu
mais I'Adipo liee a cette protéine pourrait avoin udle anti-apoptotique et anti-
arthérosclérose.

Les niveaux d’expression de 'ARN messager ou jmatedes AdipoR1/R2 sont régulés par
des phénomeénes physiologiques et pathologiqueseXx@anple, I'expression des récepteurs
peut suivre un cycle nycthéméral et s’abaisseuia(h).

Dans le tissu adipeux, I'expression de I'’AdipoR1 asgmentée par le jelne tandis que celle
de I'AdipoR2 n'augmente, dans ces conditions, gaesdle tissu adipeux péri-gonadique,
chez la souris 9. L'expression hypothalamique de I'AdipoR1 est lioée par
I'alimentation, alors que celle de I'AdipoR2 estlangée ‘f*3. En cas d'obésité et
d’insulino-résistance, il a été décrit en plus aeiminution d’adiponectinémie, une baisse de
I'expression des récepteurs contribuant au prosessu’aggravant. Ainsi, chez les souris
ob/ob, I'expression d’AdipoR1 et AdipoR2 est dimdeu Chez ces souris, lI'activation de
I'’AMPK est moindre surtout dans le muscfé® Dans le muscle et le foie, la régulation est
source de controverse. Ainsi, le jeline peut augendexpression de 'TARNmM de I'AdipoR1
et R2 dans le foie et le muscle squelettique, atprs le fait de s’alimenter permet de
retrouver le niveau de basé'y. Chez des souris (hypoinsulinique-hyperglycémjque
diabétiqgues apres I'administration de streptozo®qSTZ), I'expression de 'ARNmM des
récepteurs est significativement augmentée. L'admnation d’insuline permet de restaurer
I'état antérieur. L’insuline exercerait un effetgaéif sur I'expression d’AdipoR1/R2 par
I'activation de la P13-kinase et I'inactivation B©XO-1 (9.

Chez I'humain et le rongeur diabétique de type’iBsuline et I'alimentation diminuent
I'expression de I'’ARN messager de I'AdipoR1/R2 démsnuscle et le foie't®*). Un autre
groupe conclut que le niveau d’Adipo est inversenmmnrélé a I'obésité, au diabéte et a
I'insulino-résistance, alors que l'expression dARN messager de I'AdipoR1/R2 est
augmentée dans le muscle tel un facteur compemg&tduAu contraire, le groupe de Yao ne
rapporte aucun changement chez des rongeurs djaestile type 213.

Enfin, les agonistes des récepteurs nucléairesqted PPAR et PPAR semblent augmenter
I'expression de I'AdipoR2 alors que les récepteunsléaires des oxystérols LXR (Liver X

receptors) augmentent celles des deux types dptetrs {%9).
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Les données de la littérature suggerent des réldssemodes d’action différents pour chacun
de ces récepteurs. Ainsi AdipoR1 serait plus imyda qu’AdipoR2 dans l'activation de
TAMPK dans le foie. L'expression d’AdipoR1 diminugexpression d’enzymes de la
glucogénese heépatique, G6pc (glucose 6 phosphaitsdPckl (phosphoenolpyruvate
carboxykinase) ainsi que celles de molécules imgkg dans la lipogénése (par exemple
Srebpl) 11212 AdipoR2 semble étre plus impliqué dans I'aciivatde PPAR et la
régulation de Acoxl (acyl-CoA oxidase) et Ucp2 @umaing protein 2) qu’AdipoR1,
augmentant I'oxydation des acides gras et diminlesttriglycérides stockés dans le foie
(9. Ces résultats suggérent que dans I'obésiténiimdtion de I'expression des récepteurs
de I'Adipo contribue, en partie, au développemeatl'thsulino-résistance et du diabéte
(figure 17 109

Pour pouvoir étudieta fonction de cette adipocytokine des études ont utilisé de I'Adipo
recombinante produite dans des systemes bacté@esdderniers produisent la protéine totale
ou la forme clivée dite forme globulaire. Ces piitelbactériens ne peuvent pas former des
molécules de trés haut poids moléculaire. lls sdé@pourvus de modifications post-
traductionnelles faisant douter parfois de leutipence physiologique®}). C’est pourquoi
I'utilisation de systéme d’expression de mammif@emet une meilleure approche des
fonctions de I'Adipo circulante*??). Trés rapidement, des étudesvitro, suggérent un effet
anti-athéromateux. L’Adipo pourrait moduler la répe inflammatoire de I'endothélium en
modifiant la réponse du TNF-alpha, des voies deadisgtion PKA-AMPc, NF-kappaB, des
molécules de l'adhésion (VCAM-1, ICAM-1) et ainsihiber I'adhésion des monocytes a
I'endothelium et I'extravasation. Elle exerce urfeefnégatif sur la transformation des
macrophages en cellules spumeus$&s ). In vivo, une insulino-résistance et des anomalies
vasculaires ont été montrées chez des souris ayamtéficit induit en Adipo *€9. Plus
récemment, Shibata et al (2005) montrent qu'untek fonction de I’Adipo ou de 'AMPK,
chez la souris, entraine une augmentation de Itagepet un dysfonctionnement des cellules
cardiaques lors d’événements ischémiqu&s. (L’Adipo pourrait activer la Cyclooxygenase-
2 (COX2) par exemple dans les cellules cardiagaesainant une production accrue de
prostaglandines (PGE2)?(). Dans un modéle d’ischémie myocardique, I'adntiation
d’Adipo via COX2 diminue la taille de l'infarctust de TNFalpha. Les effets cardio-
protecteurs de I'administration de I'Adipo se fomt 'AMPK (antiapoptose) et via la COX2
(antiinflammatoire) ¥9). Kato et al (2006), montrent le role anti-thrortigoe de I'Adipo
(inhibition de l'agrégation plaquettaire et de larmhation du thrombus). Des études

épidémiologiques suggérent gqu’une concentratiosebasAdipo pourrait étre un facteur de
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risque vasculaire indépendant?®(?J. Inversement des concentrations élevées d’Adipo
améliorent les paramétres de l'inflammation, lefiptipidique (°"**9 et diminuent le risque
d'infarctus du myocarde ). L’hypoadiponectinémie est aussi associée a uline-
résistance et & la survenue d'un diabéte de tyd*®® La concentration d’Adipo est
inversement corrélée & I'obésité®). De plus, il existe des liens entre cette noevell
adipocytokine et le syndrome métaboligff§. (Chez le primate dont I'obésité est induite par
le régime alimentaire, I'adiponectinémie décroitaialement au développement de I'obésité
et de la résistance a I'insuline avant la surveduediabéte de type 2%p). Des travaux
montrent, que dans la population générale, desetrations €levées d’Adipo sont associées
a un risque moindre de diabéte de type'¥).(Cependant, la relation entre I'Adipo et
I'insulino-résistance peut exister indépendamment’abésité. Des souris, dont le gene de
I'Adipo a été invalidé, ne présentent pas toujaume insulino-résistancé®). En revanche,
leur production hépatique de glucose est augmeb&@lus, si ces souris sont exposées a un
régime riche en graisses, elles développent urdénmance au glucose suggérant un effet
protecteur de I'’Adipo €. In vivo, 'administation de I'Adipo recombinante chez lauss
entraine une diminution de la production intrahigpet de glucose et inhibe I'expression des
génes des enzymes de la néoglucogertd3el(a surexpression du géne de I'’Adipo dans les
adipocytes de souris aboutit a des résultats igieesi, avec une augmentation de la sensibilité
a I'insuline ¢*%. Par conséquent, des traitements permettant mfientgr le niveau circulant
de I'’Adipo, pourraient avoir une action insulinasiilisatrice et cardioprotectrice. Les TZD,
agonistes PPARappartiennent a la classe thérapeutique des mossénsibilisateurs. Elles
ameéliorent la sensibilité a linsuline et le profiipidique. Les TZD augmentent la
concentration d’Adipo’f?) et le niveau circulant de la forme HMWY), suggérant encore
une bioactivité différente des formes de I'Adipo/ &iu des cibles différentes. Les TZD ne
semblent pas pouvoir agir chez des souris invaigieir le géne de I'’Adipd®). En fait le
mécanisme semble étre Adipo-dépendant dans leefofedipo-indépendant dans le muscle
(**%. En revanche, la surexpression du géne de I'’Adimus les adipocytes induit des effets
TZD-like, chez la souris. L'action positive de I'fb sur le métabolisme lipidique pourrait
s’exercer via 'augmentation de I'activité de lalLRn vitro etin vivo, les TZD augmentent
I'activité LPL dans le tissu adipeux*}). Il existe une véritable corrélation positive rentes
niveaux d’Adipo et de I'activité de la LPL consttdiniquement’(*).

L’Adipo semble occuper une place importante danghgsiopathologie de la maladie

diabétique et cardiovasculairfig(ire 18'%). Cette adipocytokine est aussi impliquée dans
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d’autres processus physiologiques et pathologigdessi, elle est présente au niveau du
systéme nerveux central et plus particuliéerement riveau des noyaux arqués et

paraventriculaires hypothalamiqué&®(*?.

Elle provient du plasma et circule dans le LCR.
Ses récepteurs sont présents et des expériencesisoah évidence |'effet positif de I’Adipo
sur la prise alimentaire via sa liaison avec I'’AxfR1 et I'activation de 'AMPK {*) (Figure
19%9. L’Adipo, de par une action centrale, a des sffetexigénes et intervient dans le
maintien de I’homéostasie énergétique. Chez lesssprésentant un déficit complet d’Adipo,
I'activité de 'AMPK est diminuée au niveau hypoldraique, la consommation de I'oxygene
est augmentée et la réduction de la masse grassamide je(ine est plus important&
Cette adipocytokine pourrait étre un autre indicatst permettre la régulation a long terme
des réserves adipeuses. Certaines équipes pensetle gégule la prise alimentaire en
collaboration avec la leptine, qui a des effeteises au niveau central®y.

Enfin, le réle de I'Adipo dans la reproduction selecrit dans le troisieme chapitre de cette
introduction.

La régulation de I'Adipo peut se faire a différents niveaux. fu@moteur du géne, qui est
une région tres conservée, contient des sites asoiis pour plusieurs facteurs de
transcription 1*3. L'expression du géne Adipo dans les cellulepeaaies est induite et
entretenue par lactivation de PPAR-L’hétérodimére PPARIRXRo (Retinoic acid
receptor) se lie au site PPRE (PPAR response etghems le promoteur du géne de I'Adipo.
LRH-1 (liver receptor homolog-1), un autre récepteucléaire orphelin, peut se lier au LRH-
RE et favorise la transactivation du promoteurPRARY/RXR a. Les facteurs SP1 et SP3 se
lient aussi au promoteur et repectivement stimuéninhibe son activité. C/EBPrégule
positivement le gene de I’Adipo via une interactavec un enhancer intronique localisé dans
le premier intron. Le TNé diminue l'activité transcriptionnelle de SP1 etlanc un effet
inhibiteur ¢*3, figure 20). Des mutations, mises en évidence dans le dontainmllagéne,
situées dans I'exon 3, sont associées a des coatiens d’Adipo plus faibles et un diabéte
de type 2 (G84R, G90S) voire a de I'hypertensiora ete I'athérosclérose (1164T). Ces
mutations entrainent une anomalie de structuread&iple hélice de collagéne par une
diminution du nombre de répétition de Gly-X-Y ouy&-Pro. La capacité d’organisation
spatiale de la protéine est altérée de méme quapsxité a former des multiméres. Si les
mutations impliquent les résidus lysine, des modifons post-traductionnelles et des
interactions protéines-récepteurs peuvent étre fimedi Plusieurs polymorphismes ont été

identifiés dans le géne de I'Adipo, variables sdies populations'{*'*J. Certains d’entre
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eux sont associés a un risque plus élevé de déariopn diabéte de type 2 et une
hypoadiponectinémie{).

La concentration sérique de I'Adipo peut varier dans des conditions physigjues et
pathologiques. Par exemple, la prise ou la remsincalimentaire de durée trés courte
modifient peu I'adiponectinémie. En revanche réagmes hypocaloriques a long terme avec
réduction de la masse corporelle et de la masgeask peuvent entrainer une élévation du
niveau plasmatique de I'Adipo et une augmentatiemformes HMW et MMW*(¢" 4.

Par ailleurs, la difféerence de concentrations tnies d’adiponectine selon le sexe, pourrait
s’expliquer par les concentrations différentes sfomyenes (E2) et de testostérone. Pour 'E2,
cette corrélation ne semble positive qu’au momentadpuberté et négative a I'age adulte,
chez I'humain comme chez la souri$’f). Cependant, I'ovariectomie ne modifie rien chez
la souris t*9). La testostérone pourrait réguler négativemenprizduction d’Adipo et en
particulier la forme HMW et ce dés I'apparition ldepuberté chez le jeune garcdrf) Chez

les rongeurs males, la castration augmente les sé@ugues pour tendre vers ceux de la
femelle ¢*). De la méme facon, des hommes porteurs d’un hypadjisme ont des
concentrations plus élevées d’Adipo. Ces conceobtstdiminuent aprés le début du
traitement substitutif 't%). Les modifications semblent post-transcriptiotesl La
testostérone pourrait réguler les complexes oligmués. Xu et al montrent aussi qu’elle
réduit la sécrétion de la forme HMW, chez les hommeles rongeurs males. De plus, chez
’'homme la testostéronémie endogene est inverseawerdélée a la masse grasse viscérale et
I’'hnormonothérapie par la testostérone diminuedsuiadipeux central.

L’influence de l'insuline sur I'expression de I'Aabh est également controversée. Certaines
études,in vitro, montrent un effet positif sur I'expression de RAm et la production de
I'’Adipo dans les cellules adipeuses 3T3-L1, enweltf?). D’'autres équipes rapportent un
effet inhibiteur dose dépendant des quantités d’AR&ssager de I'’Adipo dans ces cellules
cultivées avec l'insuline'. In vivo, I'administration d'insuline chez des souris dimnla
concentration d’Adipo (forme HMWY). Chez des patients diabétiques de type 2, l'itac
d’insuline entraine une diminution modeste de padiectinémie mais pas d’altération de
'ARN messager de I'Adipo. Chez les diabétiquestyj®e 1, les niveaux d’Adipo sont plus
élevés que ceux des témoins mais restent congt@@s e traitement par l'insuline. Les
glucocorticoides sont, eux aussi, responsableseddiminution de I'expression de I'’Adipo
dans les cellules 3T3-L1 et dans les adipocytesamsnin vivo, en cas d'obésité la

concentration sérique d’Adipo est diminuée. Unealgdications viendrait
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Secreted proteins

Receptors

Enzymes and transporters

Leptin

Adiponectin

Resistin (in rodents)
Angiotensinogen

TNF-o

IL-6

Adipsin

Acylation stmulating protein

Fasting-induced adipose factor

PAI-1

Tissue factor

Monocyte chemoattractant protein- 1
Tranforming growth factor-B

Visfatin
Vaspin
Retinol binding protein-4

Peptide and glycoprotein

Insulin

Glucagon

Thyroid stimulating hormone
Growth hormone
Angiotensin-11
Gastrin/cholecystokinin B
Adiponectin

Cytokine

IL-6
TNF-c
Leptin

Nuclear

PPARYy
Glucocorticoid
Estrogen
Progesterone
Androgen
Thyroid

Vitamin D
Nuclear factor-kB

Lipid metabolism
Lipoprotein lipase
Apolipoprotein E
Cholesterol ester transfer protein
Adipocyte fatty acid binding protein
CD36

Glucose metabolism

Insulin receptor substrate 1,2
Phosphatidylinositol 3-kinase
Protein kinase B { Akt)
GLUT4

Protein kinase A/{

Glycogen synthase kinase-3o

Steroid metabolism
Aromatase
11B-hydroxystercid dehydrogenase type 1
17B-hydroxysteroid dehydrogenase

WAT, white adipose tissue; TNF, tumor necrosis factor; IL, interleukin: PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; GLUT4, glucose

transporter 4.

Tableau 3:Protéines produites par le tissu adipadiaprés Ahima R.S. 200659
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de la capacité du tissu adipeux viscéral a secmitercortisol. Cette hormone pourrait
diminuer la quantité d’ARNm de I'Adipo. Les sounb/ob présentent une hypersécrétion de
corticostérone et une hypoadiponectinémie. Si unesalectomie est pratiquée, I'expression
de '’ARNm de I'’Adipo et sa concentration sériqueaavent des valeurs normaléd¥. Chez
I’'humain, 'administration d’hydrocortisone diminie concentration d’Adipo't¥).

Les catécholamines exercent un effet inhibiteurl'supression et la sécrétion d’Adipo mis
en évidencén vitro chez 'homme et in vivo chez la sourts>(*™9.

Les cytokines produites par le tissu adipeux pelagoir une action sur I'expression et la
sécrétion de I'Adipo. Le TNk inhibe, in vitro, I'expression du gene de I'Adipo dans les
cellules 3T3-L1 et dans des explants de tissu aslipeus cutané humaifr{ **3. Il diminue
I'activité du promoteur du gene. Inversement I'Aaigiminue I'expression du TN et
améliore la sensibilité & I'insuline. TNt 'Adipo semblent s’'inhiber mutuellementd.

Les interleukines, IL-6 et ILfA diminuent I'expression de 'ARNm de I'Adipio vitro, dans
les 3T3-L1 et les explants de tissu adipeux huntemlis que IL-15, trés présente dans le
muscle squelettique, stimule la sécrétion d’Adipd'¢y.

La leptine et 'Adipo semblent avoir une action exgique. La sensibilité a l'insuline des
souris lipoatrophiques, présentant un déficit difadide leptine et une insulino-résistance,
s'améliore aprés administration des ces deux mE&c{f’). Les souris ob/ob voient leur
adiponectinémie s’élever aprés un traitement gairle (%3

Enfin, certains agents pharmacologiques peuvendgéfiexpression génique et protéique de
I’Adipo. Ce sont par exemple, les TZD. vitro commein vivo, leur action semble contribuer,
via un effet transcriptionnel, & 'augmentation kidiponectinémie (). C’est la forme
HMW qui serait le plus secrétéé®}. Ainsi, leurs effets insulinosensibilisateurs aetti-
diabétiques peuvent s’expliquer, en partie, par &stion positive sur 'Adipo*(Y). D'autres
agents en particulier 'AICAR ( 5-aminoimidazolecdrboxamide-1-R-D-riboside), puissant
activateur de 'AMPK, augmentent les taux d’ARNml@dealipo, dans les adipocytes humains
en culture 1.

Les autres protéines sécrétées par le tissu adipang sont citées danstibleau 3 (*%%).

Le métabolisme est une fonction extrémement coneplBe nombreux facteurs participent a

son fonctionnement et a sa régulation. L’Adipol'est d’entre eux.
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Figure 21 A Coupe longitudinale et frontale du cerveau, héngisphiroit :
d’aprés Neurophysiologie Générale (Masson)

N. paraventriculaire N. dorsomédian

Antéhypophyse Posthypophyse

Figure 21 B: Noyaux de I'aire Hypothalamiquedapté de Neurophysiologie Générale (Masson)
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B. L'axe Hypothalamo-Hypophyso-Ovarien

La fonction de reproduction est rendue possibleayeux interactions entre I'hypothalamus,
I'hypophyse et les ovaires. lls forment I'axe hypaamo-hypophyso-ovarien (HHO). Les
hormones libérées par lI'axe HH agissent sur lesirevaElles induisent la séquence
d’évenements survenant au cours du cycle mensthezl la femme ou de l'oestrus chez les
animaux domestiques. Dans cette partie, nous atomsleessentiellement la physiologie

humaine de I'axe HHO.

1. L’hypothalamus

L’hypothalamus situé a la base du diencéphale, forme le planehlers parois du troisieme
ventricule Figure 21.A). Il est limité par le chiasma optique a I'avableemésencéphale et
les tubercules mamillaires a l'arriere. L’hypothmalss est constitué de groupements de
noyaux constitués de neuronégyre 21.B). L’hypophyse, placée sous I'hypothalamus est
rattachée a celui-ci par la tige pituitaire qui esimposée d’axones et d'un réseau de
capillaires sanguins. Certains neurones hypothglia@si envoient des prolongements
d’axones vers I'hypophyse pour y libérer leurs étons directement danst@&urohypohyse
(posthypophyse) ou jusqu'aatiénohypophyse(antéhypophyse) par I'intermédiaire d’un
réseau capillaire local, le systeme porte hypophgsainsi, les neurones magnocellulaires
venant des noyaux paraventriculaires et supracggiquojettent sur la neurohypophyse et
liberent la vasopressine et l'ocytocine. Les neurones parvocellulaires des noyaux
paraventriculaires et arqués projettent sur I'hypse antérieure et déversent: les
« Releasing Hormone » ou libéringsla CRH (Corticotropin-Releasing Hormone), la TRH
(Thyrotropin-Releasing Hormone), la GHRH (Growthrrione-Releasing Hormone) et la
GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) et delmhibiting Hormone » ou statines, la
GHIH (Growth Hormone Inhibiting Hormone), la dopami (facteur inhibiteur de la
prolactine). Ces différentes neurohormones hypath@ues ne sont pas détectables dans la
circulation sanguine et ont des durées de vie ¢oestes. Elles agissent sur les cellules

hypophysaires cibles.
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Figure 23 : Les hormones hypophysairesiapté de cours de STAPS-Universisté, Marseille

61



2. L’hypophyse

L’hypophyse est située a lintérieur d’'une fossette de la facgérieure du corps du
sphénoide, la selle turcique. La dure mere tajpessparois osseuses et ferme la loge en haut
en constituant le diaphragme sellaire. Celui-cipesté d'un orifice dans lequel s’insinue la
tige pituitaire. L’hypophyse est donc composée dabe antérieur, 'adénohypophyse et d’'un
lobe postérieur, la neurohypophysé&iglre 22). La neurohypophyse secréte deux
neurohormones : l'ocytocine et la vasopressine.dérmhypophyse secréte plusieurs
hormones : 'TACTH  (Adrenocorticotropin  Hormone), 1aTSH (Thyroid-Stimulating
Hormone), la LH (Luteinizing Hormone), la FSH (ke Stimulating Hormone), la PRL
(Prolactine) et la GH (Growth Hormonejiglre 23). Elles sont toutes sous contréle

hypothalamique par I'intermédiaire des différermtesrohormones déja citées.

3. La GnRH et I'axe gonadotrope

La GnRH est un peptide de 10 acides aminés, synthétiskepareurones des noyaux de la
partie ventrale de I'hypothalamus et surtout duawogrqué. En fait, ces neurones naissent de
la placode olfactive et migrent dans le cervealérar vers I'’hypothalamus. L’activité
rythmique est une propriété intrinseque des newr@n€nRH. Seule cette sécrétion et cette
libération pulsatie de GnRH dans le sang porte otiydamo-hypophysaire permet
I'activation gonadotrope et donc la stimulationldesécrétion de la LH et de la FSH par les
cellules hypophysaires gonadotropes. La GnRH sgelifacon spécifique a un des récepteurs
membranaires, sur les cellules gonadotropes hypajeg. Ce récepteur est une protéine
possédant sept domaines transmembranaires, c@éactéles récepteurs couplés aux
protéines G.

La production et la libération de la GnRH sont coléies par différents facteurs d’origines
diverses. Ainsi les amino-acides tels le glutanetBacidey-aminobutyrique (GABA) sont
des régulateurs synaptiques. Le premier stimule stcond inhibe les neurones & GnE&H) (
Les amines biogenes peuvent avoir une action sarrégions de I'hypothalamus. La
dopamine et la sérotonine inhibent la libérationlaléGnRH alors que I'épinéphrine et la
norépinéphrine peuvent I'induire. Mais la dopametda norépinéphrine peuvent altérer la
sécrétion de sérotonine, rendant leur action caxeper I'hypothalamus Q).

Certaines hormones, comme la prolactine, influenonégativement la sécrétion de la LH et

de la FSH au niveau hypophysaire. L'oestradiol afiiet biphasique sur I'hypophyse et sur
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les neurones & GnRH®{*®9. Il inhibe puis il favorise sa sécrétion. LH eBHF exercent un
rétrocontr6le court et rapide sur la sécrétion d®B. La progestérone exerce aussi des effets
inhibiteurs directs sur les neurones & GnR¥'f). Enfin, le systéme opioide, peptides
endogene opium like, les endorphines et d’autrestances dérivés de la POMC inhibent la
libération de la GnRH.

La GnRH régule la synthése, le stockage et la dii#m des gonadotrophine$®. Ce
décapeptide se fixe sur son récepteur transmemtgar@ovoquant 'augmentation de
I'’AMPc et du calcium intracytoplasmique ou I'actiian de la protéine kinase ¢°{*"Y. La
GnRH, qui a un temps de demi-vie trés court (2-4)matteint 'hnypophyse trés rapidement.
Secrétée de maniere pulsatile, elle induit la &bén physiologique et pulsatile de la FSH et
de la LH. La sécrétion des gonadotrophines estealtéi la sécrétion de la GnRH est continue
et ou si les intervalles entre le pulses sont pusts ou plus longs®). La GnRH ne peut
pas étre mesurée directement dans la circulatioph@¥ique. En revanche, des dosages de la
GnRH au niveau du systeme porte hypothalamo-hysaite/et ceux de la LH au niveau de
la veine jugulaire ont montré une concordance fiaréntre la pulsatilité de la GnRH et celle
de la LH. La sécrétion pulsatile et donc le dogageatile dans le sang périphérique de la LH
refletent fidelement I'activité pulsatile de la GARIl a pu étre montré que la pulsatilité de sa
sécrétion varie pendant le cycle menstruel nordfaf(), de facon indirecte chez la femme
via les modifications de concentrations plasmasqde la LH ou par mesure directe dans le
systeme porte HH, chez I'animal. En phase follicalgprécoce, la fréquence est de 1 a 2
pulses par heure. Il existe une libération masdweGnRH correspondant au début du pic
ovulatoire de LH. Puis, en phase lutéale, s’obsarvealentissement trés net de la fréquence
de GnRH parallelement a celui de la LH, provoqusgeesellement par la sécrétion de
progestérone. Mais les variations de la sécrétenGdRH, au cours du cycle, semblent
beaucoup moins essentielles que celles de sa iptdsatadministration pulsatile de GnRH,
chez une femme avec un déficit isolée en GnRH, gerem effet, de restaurer une ovulation
et une fertilité normale'{).

La FSH et la LH produites, permettent le développement follicelaau sein de l'ovaire,
I'ovulation et le maintien du corps jaune. La ligéon de ces gonadotrophines est controlée
positivement et négativement par les stéroidesetgexlioestradiol et la progestérone, selon
leurs concentrations et la période du cyéld).(L'oestradiol exerce un rétrocontrole négatif

au niveau hypothalamique et hypophysaire. Cegasiculierement évident, chez la

63



follicule
cavitaire

&pithélium

MEDULLAIRE follicules
primordiaux  Zona granulosa

Cumulus oophorus

L Antre et liquide

e j‘ tolliculaires

Théque interne

Théque externe

Figure 24 (A et B) Coupes schématiques d’ovaire et d’'un follicule @war
d’aprés Monniaux et al, 19997

Croissance folliculaire basale Croissance folliculaire terminale

Figure 25: Croissance basale et terminale du follicule,
adapté de Guénard et al, 1998%§
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femme ou chez I'homme souffrant d'une insuffisaniesticulaire primitive(’®). Les
sécrétions de FSH et de LH sont alors augmentéaihition est d’autant plus importante
que la concentration d’oestradiol est élevée. Atremio, une élévation rapide de la
concentration d’oestradiol est indispensable aitaenue du pic de LH. Le rétrocontrble a été
confirmé aussi par I'existence de mutation du gé¥e@450 aromatase chez la femme{’y.

De plus, l'invalidation du géne du récepteude I'Oestradiol chez la souris provoque une
augmentation des ARNm des sous unit@&sp des gonadotrophines. Ce résultat confirme son
réle répresseur sur la transcriptio X A linverse, la rapide augmentation des taux
d’oestradiol est un élément crucial pour I'obtentau pic de LH, nécessaire a I'induction de
I'ovulation. Deux éléments sont a prendre en compdevaleur atteinte en préovulatoire (>
250 pg/ml, femme) et la durée de cette élévati@mdpnt au moins 48h). Une concentration
tres élevée de progestérone inhibe la libératiola deSH et de la LH. Ainsi, son élévation en
phase lutéale et pendant la gestation inhibe Isagilité de LH t°%. La progestérone stimule
la sécrétion de la LH, si sa concentration estédhéess phase ovulatoire), mais aussi apres une
longue exposition de I'hypophyse a I'oestradiol.

D’autres protéines d’origine gonadique peuventuiericer la sécrétion des gonadotrophines.
Ainsi, l'activine, stimule la biosynthese et la g&®n de la FSH alors que l'inhibine et la
follistatine suppriment la libération de la FSH.

4. L’'ovaire

L’'ovaire est un organe pair de siege intrapéritbniéaest constitué de plusieurs structures
anatomiques distinctesigure 24, A). Un épithélium coelomiqueest situé a la surface de
I'ovaire. Directement a son contact, se trouve umace zone fibreuse appelée tunique
albuginéede I'ovaire. Lazone corticalepériphérique, composée de tissu conjonctif laeke,

le lieu de I'activité folliculaire. Ces folliculesvariens, a différents stades de maturation, sont
composés de plusieurs types cellulaifégre 24, B) : I'ovocyte et ses cellules diumulus
oophorus les cellules de la granulosa, les cellules diéhégue interne et les cellules de la
théque externe. Laone médullairecentrale, composée de tissu conjonctif dense etuiy

est le siege de l'innervation et de l'irrigationamennes (présence de vaisseaux sanguins et
lymphatiques),'(¥.

L’ovaire possede un fonctionnement cyclique deubepté a la ménopause. L'ovaire a une
double fonction. La premiére est exocrine, il Saig la production des cellules germinales

femelles matures (ovocytes). Aptes a étre féconadles permettront un développement
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Figure 26. Chronologie du développement folliculaire de la axdé d’ou sera issu le follicule
ovulatoire (DPL: début de la phase Iutéale; FP#dé phase folliculaire; FPL: fin de phase lutéale;
LH: luteinizing hormone; FSH: follicule stimulatingghmone),d’aprés Gougeon et al, 19968
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embryonnaire puis feetal normal. Cette premiéretfondait appel a la folliculogénése et a
'ovogénese. La seconde fonction, endocrine, cpoed a la synthése de deux hormones
principalement, I'oestradiol (E2) et la progesté&qif). Ces deux stéroides sexuels vont

permettre une activité sexuelle, la préparatide ataintien d’'une éventuelle gestation.

Chez la femme, I'activité ovarienne comporte quptrases au cours d’un cycle menstruel. La
phase folliculaire, la phase ovulatoire, la phadédle et la phase menstruelle de transition
lutéo-folliculaire ¢9. A la naissance, les ovaires contiennent envaanillions d’ovocytes
(stade de prophase de méiose I), contenus au sdwilidules primordiaux qui n'ont pas la
capacité de se multiplier et qui, pour beaucoupt ovoluer spontanément. Au moment de la

puberté, seuls 400 000 ovocytes persistent, doi d@viron arriveront a maturation

complete.

4.1. Le développement folliculaire

4.1.1. La folliculogénese

La folliculogénese est marquée par la croissande etaturation folliculaire. Elle comporte
plusieurs phases : [linitiation, la croissance ifoillaire basale, la croissance folliculaire

terminale Figures 25 et 2.

4.1.1.1. Llinitiation

Pendantl'initiation , appelée aussecrutement, un follicule primordial quitte le pool des
follicules quiescents et débute son développenhentroissance folliculaire débute dés la vie
foetale par la croissance lente et contides follicules primordiaux jusqu’a I'épuisement de

la réserve ovarienne. La durée de cette croissastogariable selon les espéces, 20 jours chez
la souris et plusieurs mois chez la femM¥8 (Elle est marquée par une croissance ovocytaire
bloquée en prophase de la méiose | et par undéuadlon des cellules de la granulosa. Le
follicule primordial se transformeen follicule primaire (ovocyte entouré de cellules
cuboidalespuis secondaire(intense prolifération de cellules de la granulog&vocyte et

les cellules de la granulosa qui I'entourent fortdercumulus. Des jonctions communicantes
relient les différents types cellulaires et perewmttia communication entre les cellules. Ces
dialogues sont nécessaires au bon développementfollesiles et de la maturation

ovocytaire.
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Figure 27. Voie de synthése des stéroides sexuels (la théeri coopération bicellulaire)
adapté de J.Young (Endocrinologie, INTER MEB@n, 2000)
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4.1.1.2. La croissance basale

La croissance folliculaire basaledébute par la transformation des follicules seaoed en

follicules préantraux de classe Ifgllicules tertiaires) (‘%%

; elle est principalement régulée
par des facteurs ovariens. Chez la femme, a chaguoke, des cohortes de follicules
deviennent préantraux, mais une seule vague desarae folliculaire donnera naissance a un
follicule de taille ovulatoire. Les autres vagueispdraissent avec leurs follicules. La
croissance de la cohorte de follicules préantrgukdure 65 jours, commence en début d’'une
phase lutéale. La theque composant ces follicul¢salers trés vascularisée, conséquence
d’'une production locale de facteurs angiogénigsQF, bFGF, TGE et 3 (Figure 27).
Vingt cinqg jours plus tard, en fin de phase follaste du cycle suivant, 70% de ces follicules
évoluent du stade préantral au stadé&al débutant (classe 2). Une cavité, appekigrum
(classe 4), se forme entre les cellules de la dgwaaupar 'accumulation de liquide. La
multiplication des cellules de la granulosa et I#édenciation de la theque (interne et
externe) se poursuit. Au cours de cette périod@bserve une augmentation lente du nombre
de récepteurs de LH sur les cellules de la thégeene tandis que le nombre de récepteurs de
FSH sur les cellules de la granulosa ne varie pas (a croissance folliculaire basale
semble, chez la femme, étre en grande partie imti&mee de FSH car elle peut se produire en
I'absence de concentrations détectables de cettedme (grossesse, syndrome de Kallmann)
ou en présence d’une mutation inactivatrice de smepteur €. Comme le montre la
présence d’'une croissance basale chez des sowiglées pour le récepteur de la LH et de la
FSH, celle-ci pourrait étre indépendante des dewadotrophines’{*'®J. Elle pourrait étre
sous la dépendance de facteurs sécrétés par lmvethpu les cellules de la granulosa tels
'EGF (epidermal growth factop), le TGH (transforming growth factor) ou bien le facteur
GDF-9 (growth differentiation factor-9) et BMP-1Bahe morphogenetic protein 15%*29.
L'’AMH (anti mullerian hormone) semble inhiber le vidoppement des follicules
primordiaux chez la souri$®). Les androgénes favorisent chez le primate lemjars stade
du développement folliculaire®®)). Ils augmentent I'expression de I'|GF-1 (insulike
growth factor 1) et de son récepteur dans lesleslide la granulosa et celles de la thaéque
vitro (*%9.

4.1.1.3. La croissance folliculaire terminale

La fin de la croissance basale coincide avec la'fine phase lutéale (follicules, classe 5) ;
c'est le débutde la croissance folliculaire terminale,dépendante des gonadotrophines
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(Figure 27). Elle dure 2 semaines chez la femme et 4 & Ssjohez la vache'¥). La
dépendance aux gonadotrophines est liée a la failleulaire. La FSH est le signal
endocrinien diRecrutemeni(****%j. C’est & partir de ce pool de follicules encoeétp (entre

2 et 5 mm chez la femme) avec amtrum, qu’estsélectionné le follicule destiné a ovuler
Les autres dégénerent par atrésie geul follicule est sélectionné chez les espécEsio-
ovulantescontreplusieurs chez les espécgslyovulantes).Le mécanisme de sélection n'est
pas connu. L'inhibine et I'cestradiol exercent urra@ontrole négatif important sur la
sécrétion de la FSH®'. Le follicule sélectionné pourrait avoir un sedé réponse a la
FSH plus bas. L'action de I'lGF-1, sur I'expressienle fonctionnement du récepteur de la
FSH, est plus controversée chez la femme que chesolris *"). L’apparition de la
dépendance aux gonadotrophines est induite patailleefolliculaire précise. A ce stade, les
follicules ont une sensibilité de plus en plus gesd la FSH, malgré le nombre constant de
ses récepteurs®0). lls produisent peu d’oestradiol mais les ceBulle la théque interne du
follicule « sélectionnable » contiennent beaucolys ple récepteurs de LH, d’ou une plus
grande production d’androstenediortenfin, le follicule sélectionné semble plus selesibla
LH qu’a la FSH.

La maturation préovulatoiredu follicule dit Dominant (*°®) est caractérisée par sa croissance
malgré une diminution constante des taux de FSHitegar I'cestradiol et I'inhibine. Ainsi,
les autres follicules sélectionnables de la cohneese développent plus en sa présence. |l
existe un blocage de recrutement et une atrésiétlieslles de la cohorte. D’aprés Dizerega
et al, le follicule dominant sécréte une protéippedée FRP (follicular regulatory protein) qui
supprime la réponse aux gonadotrophines des fl@cgélectionnables. A ce jour cette
protéine n'est pas caractérisé®)( Le follicule dominant est plus sensible & la Fq les
autres follicules sélectionnables, en rapport poteraent avec une meilleure transduction du
signal puisque le nombre de récepteurs de la Fa&bgmente pas. Le follicule préovulatoire
augmente de taille en raison de I'accumulationigieéide au sein de I'antrum. Au cours de
cette étape, le follicule dominant produit des dacs angiogéniques : augmentation de
I'expression de VEGFvascular endothelial growth factpet de FGF2 f{broblast growth
factor 2, impliqués dans le processus de vascularisatfdn Dans ce follicule préovulatoire,
les cellules de la granulosa acquierent une agtaribmatase plus importante. La FSH induit
cette activité de la P450-aromatase (impliquée tiasécrétion de I'cestradidi®), stimule la
production d’inhibine et de follistatine et inhibexpression des IGFBPs, ce qui augmente la

biodisponibilité¢ des IGFs, en particulier de L'IG@-L'IGF-2 agit par un mécanisme
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autocrine, en synergie avec la FS®)( Par ailleurs, I'lGF-1 amplifie lui-méme la rémsm
des cellules de la granulosa & la F88.(La concentration des IGFBPs diminue dans le
liquide folliculaire. Cette baisse est associem@ augmentation de 'ARNm de I'lGF-1 dans
les cellules de la granulos&¥*%, et & une production d'inhibiné®). L'IGF1 potentialise
les effets de la LH sur les cellules de la théequeeeix de la FSH sur les cellules de la
granulosa. La theque interne produit plus d’andnegé et donc plus de substrats pour la
synthése d'oestradiof’). Cette phase est aussi marquée par 'apparigsrécepteurs de la
LH sur les cellules de la granulos#?, dépendante de la FSH. L'achévement de la
maturation préovulatoire est favorisé par 'augragah de 'APMc suite a la liaison de la LH

sur son récepteur.

4.1.2. L'ovulation

En réponse a 'augmentation des taux circulantsulaiol en fin de croissance terminale, la
décharge gonadotropgvulante est induite et permet I'expulsion de l'oyie mir :c’est
'ovulation. Cette rupture est l'aboutissement de remaniementgphologiques et
cytologiques °9. Aprés le pic de LH, la synthése des prostagtesli(PGE et PGF)
augmente. Ces dernieres sont responsables deéfatidn des enzymes protéolytiques. Le
liquide folliculaire contient du plasminogéne, puéseur de la plasmine, qui est une protéase
impliquée dans I'ovulation. Ce sont les celluledalgranulosa qui produisent I'activateur du
plasminogene qui le transforme en plasmine acas cellules épithéliales de surface se
remplissent d’inclusions de type lysosomal. Lar#bén d’enzymes protéolytiques entraine
la rupture des différentes couches de la thequeollagéne et I'albuginée se dissocient. |l
existe une rupture des jonctions entre les celldéeka granulosa et I'ovocyte, une expansion
des cellules ducumulus oophorusdue a une forte sécrétion d’'acide hyaluronique et
disparition de la lame basale. Le mur folliculagss affaibli, les cellules folliculaires situées a
I'apex du follicule meurent par apoptose ou parose, ce qui permet l'infiltration du liquide
folliculaire. Tous ces phénomeénes favorisent latung permettant ainsi I'expulsion de
I'ovocyte. La rupture de la membrane folliculaigsulte en fait d’'une réaction inflammatoire
localisée. En effet, les macrophages et les lymytleecsont présents dans I'ovaire autour des
follicules pré-ovulatoires®{®, rat). lls sécrétent I'interleukinegBl(IL-1pB) et letumor necrosis

factor a (TNFa) (*°)). In vitro, I'lL-1  augmente le taux d’ovulatiof’), chez la jument.
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4.1.3. La lutéinisation

La lutéinisation correspond a la formation du cqguse. Elle débute immédiatement apres la
rupture du follicule mature. Au moment de la dégeamgonadotrope de la LH, un
envahissement vasculaire des cellules de la graallbéinisées se produit par des capillaires
provenant de la theque interne. Le réseau vaseuk®r distribue a toutes les cellules
folliculaires surtout aprés l'ovulation. Ces ceflsil lutéinisées sont alors capables de
synthétiser de I'oestradiol et de la progestérdmen@in, rongeur:’*?%. Le pic ovulatoire de

la LH induit I'expression de nombreux génes, coniengene du récepteur de la progestérone
(rat, ?*9) et de la cyclo-oxygénase 2 (cox-2) (rongéth), ainsi que I'expression protéique de
la P450-arom et de la P450-scc, impliquées darsidsynthese de la progestérone et de
I'cestradiol £*%?. De plus, TARNm du facteur angiogénique VEGRsRIve aussi dans le
corps jaune nouvellement form@4. Si la fécondation n’a pas lieu, le corps jauggéhére

au bout de 14 a 16 jours selon le processustdelyse qui n'est pas clairement défini. Cette
régression est initiée par certains facteurs cotanpeostaglandine E2 alpha (soufis). La
diminution de la sécrétion de la LH est en parigponsable de la régression du corps jaune
(femme?'9). Alors que I'expression d’ARNm du récepteur dékiau niveau du corps jaune
augmente en phase lutéale moyenne, elle diminphase lutéale tardive pour disparaitre dés
le début des régles (femnfé’).

4.1.4. L'ovogenése

Parallelement a la folliculogénésese produitl'ovogenésequi aboutit a la production des
ovocytes matures. C’est un phénoméne discontingoatplexe que je ne décrirai que
succintement. Pendant la vie fcetale defules germinales primordialesmigrent vers les
deux crétes génitales et les colonisent pour folee®©bauches gonadiques indifférenciées
qui deviennent deux ovaires. Les cellules gerremale différencient eovogoniesqui se
multiplient par mitoses successives. Ces ovogosiEstourent de cellules pour former des
follicules primordiaux. Chez les mammiféres, ils®iun stock limité d’ovogonies qui entrent
en méiose et se bloquent en prophase de la prediiéseon de méiose (stade diploténe). Ce
sont desovocytes primaires, type |.Puis c’est la phase de repos (dictyoténe) quiigiers
jusqu’a la puberté. A partir de cette date, comradaaroissance de certains ovocytes | puis
leur maturation terminale. Certains achévent lergmpére division méiotique. Le plus

souvent, un seul d’entre eux atteint la deuxiemasidin méiotique suivie de l'ovulation
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(ovocyte 1l et ler globule polairg. C'est celui qui est apte a la fécondation et au
développement embryonnaire précoce. Les autres/tegdégéneérent.

4.2. La fonction endocrine : la stéroidogenése

Comme décrit précédemment, I'ovaire présente utieitéccyclique maintenue en I'absence
de fécondation. Le climat hormonal varie en foncttiae ces phases. Chez la femme, les
cycles commencent a la puberté et s’'arrétent au enbme la ménopause. Chez d’autres
mammiféres comme la souris ou la rate, il n'exgs d’interruption mais, en fin de vie, un

déréglement de I'axe gonadotrope altéere les cycles.

L’ovaire produit, au cours du cycle, trois types si&roides sexuels: l'oestradiol, la
progestérone et les androgenes. Chez la pluparhdesniféres et notamment chez la femme
et la souris, la stéroidogenése semble fonctiosmele modelaleux types cellulaires-deux
gonadotrophines(figure 27). Les androgenes sont synthétisés a partir dwestasbl dantes
cellules de la theque internestimulées par ldH. lls sont ensuite convertis en cestrogene
dansles cellules de la granulosatimulées par [&SH. Les récepteurs de la LH et I'enzyme
17alpha hydroxylase/17,20 lyase (CYP 17) sont exgsisurtout au niveau des cellules de la
théeque. Cette enzyme convertit respectivement kgrmnolone et la progestérone en
dehydroepiandrostérone (DHA) et en androstéenedioe®,récepteurs de la FSH et la P450
aromatase (CYP19) sont exprimés principalement dass cellules de la granulosa.
L’aromatase transforme les androgénes en oestregees récepteurs de la LH sont présents
également dans les cellules de la granulosa murbEs expression est augmentée en

réponse a la FSH avant le pic de la EH19.

4.2.1. La biosynthése des hormones de la stéraidsge

Les genes qui codent pour les enzymes responsdélés stéroidogenése ont été clonés et
leur expression ovarienne décrité’( Le substrat de la synthése des stéroides seasiels
cholestérol Figure 28), synthétisé soit a partir de I'acétyl-CoA (voiénaritaire), soit a partir
des esters de cholestérol véhiculés par les lipéimes de basse densité (LDL) (voie
majoritaire). La translocation du cholestérol viersnembrane interne des mitochondries par
la protéineStAR (steroidogenic acute regulatorgorrespond a l'une des premiéres étapes
(*®). Puis, I'enzymeP450-scc(P450 side chain cleavapesituée dans la membrane interne
de la mitochondrie, clive la chaine latérale du lesiérol (C27) et le transforme en

prégnénolone (C21). Cette derniere est le précudketous les stéroides.
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Pendant la phase folliculairece sont les cellules de la théque interne quihgyisent la
prégnénolone. Elle y est convertie en progestépanela 3-HSD (A5 34-hydroxysteroid-
deshydrogenage La voie A4, est la voie principale de la stéroidogenesei@vae. La
progestérone est transformée soit en stéroidess@it@n C18. LaP450 14, exprimée en
phase folliculaire exclusivement au niveau de &gtke, permet la formation des androgénes
C19 a partir de la progestérone. Cette enzyme gessge activité 10 hydroxylase et 17-20
lyase. Elle transforme la progestérone AA androsténedionel’aromatase (P450-
aromatasg est responsable de la biosynthése des cestroggueasir de I'aromatisation des
androgenes. L'aromatase s’exprime exclusivemens des cellules de la granulosa sous
I'effet de la FSH 1%9). Cependant, les cellules de la granulosa etceliela théque doivent
collaborer pour obtenir une production suffisanteedtradiol. L’activine produite dans les
cellules de la granulosa favorise la sécrétion dfasténedione par les cellules de la theque.
De plus, chez la femme comme chez I'animal hypoptigsnisé, la production d’oestradiol
par le follicule préovulatoire mar nécessite unlatiae entre les cellules thécales et les
cellules de la granulos&?).

La phase ovulatoirerépond au pic de LH, qui nécessite une augmentatidfisante de
I'oestradiol (concentration maximale) afin qu’apgiase le rétrocontréle positf“{). Dés que

la LH s’éleve, la concentration d’oestradiol dimgn®a valeur la plus faible se situe a la fin
du pic de LH. L’augmentation de la progestérondecka 17 hydroxyprogestérone commence
un peu avant I'ascension de la LH. L’élévation @@iogestérone potentialise le rétrocontréle
positif de l'oestradiol. Cette augmentation se paiir pendant la diminution de LH et
continuependant la phase lutéalePendant cette phase, I'oestradiol et I'inhibingpéchent

la sécrétion de la FSH et le déclenchement ddllavimgése. Puis surviennent la lutéolyse et
la chute de l'oestradiol et de la progestérone agenth phase de transition lutéo-folliculaire.
La FSH s’éléve a nouveau permettant le début ditreaycle marqué par le premier jour des
regles. La phase folliculaire est donc salmninance oestrogéniquealors que la phase

lutéale essous dominance progestative

4.2.2. La régulation de la stéroidogenese

La stéroidogenese normale et tous ses acteursgontis a une régulation. Au cours de la
croissance folliculaire basale, I'expression desyares de la stéroidogenése est indétectable
dans les cellules de la granulosa et tres faibhes ¢izs cellules de la theque interne. Au cours

de la croissance terminale des follicules, I'expi@s de la StAR, de la P450-scc et de la
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P450-aromatase augmente progressivement dans llelescale la granulosa, tout comme
I'expression de la P450-scc et de la P45@-@l@ns les cellules de la theqdigres 28 A et
B).

4.2.2.1. La protéine StAR

Cette protéine est le premier transporteur de shérel. StAR assure son transport vers la
membrane interne de la mitochondrie. C’est uneeétajique et limitante de la production
des stéroides dans la plupart des tissus concefmés, dans la glande surrénale chez
'homme comme chez la souris, un déficit de la Std®R responsable d’'une insuffisance
surrénale congénitale’?¢'?®y. De méme, I'absence de cette protéine dans eticukes
(homme et souris) entraine une carence androgéemigjume ambiguité sexuelle avec des
organes génitaux externes de type fémifiifi’t). Enfin, chez la femme et la souris femelle,
ce déficit provoque une insuffisance ovariennegjustalle trés rapidement apres la puberté
(**22. L’accumulation de cholestérol dans les glandesdyisant des stéroides serait
responsable de leur destruction. L'expression &ttiVité de la StAR sont régulées par
I'activation du récepteur de la LH dans les ceButie la theque et probablement dans les
cellules de la granulosa murale. L'activation deegiieur de la FSH peut aussi agir sur
I'expression de cette protéine. Enfin, la transiductdu message via les récepteurs induit
'apparition de seconds messagers (AMPc, Protéimeage A (PKA), PLC) capables

d’exercer un contrdle de I'activité de StAR et destéroidogenés€igure 28B).

4.2.2.2. AMPc et PKA

Les récepteurs de la LH et de la FSH, activés guanslligands, induisent via la protéine G
(Gas) l'activation de l'adénylate cyclase et donc diétion intracellulaire de I'AMPc et
l'activation de la PKA {¥%). Cette cascade de réactions entraine I'augmentatie
I'expression et de I'activité de la StAR dans lefiudes de la theque comme dans les cellules
de la granulosa. De plus, 'AMPc contréle aussikpeession et l'activité de P450-scc
(CYP11A1), CYP 19 et CYP17, favorisant ainsi la darction des oestrogénes et des

androgénes’t’#4.
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4.2.2.3. Phospholipase C (PLC)

Les récepteurs de la LH et de la FSH peuvent auasisier Gq et Gi (). Gq et @y activent
la PLC, induisant la synthese de seconds messdgeosjtol -1,4,5-triphosphate (IP) et le
diacylglycérol (DAG). Ces derniers augmentent regpement la concentration du calcium
intracellulaire et activent la PKC. Dans certaimesiditions, chez la souris, la PKC et le
calcium peuvent freiner la stéroidogenése chepuassen inhibant I'adénylate cyclasg?.

Dans l'ovaire, le réle précis de la PLC reste dami&finir précisément.

4.2.2.4. Src et Extracellular-Regulated Kinases&R

La LH et la FSH via la liaison a leur récepteurygpaient entrainer I'activation de la voie de
signalisation des MAPK (mitogen activated proteimake) ERK et avoir une influence sur la
stéroidogenése ovarienne. La protéingyGactive Src et la voie de signalisation
Ras/Raf/MEK/MAPK/ERK 3%). Dans certaines lignées cellulaires, comme légles de la
glande surrénale, cette activation induit 'augratioh de I'expression de StAR. En revanche,
la voie des MAPK ERK inhibe la production des stdes dans les cellules de la theque en
culture par diminution de l'activité de CYP17%j. D'autres études montrent que la
diminution de cette voie de signalisation augmdiatetivité de P450 1a et la production
d’androgénes chez les femmes porteuses du synddesevaires polykystiques (SOPK)
(*®*. La voie des MAPK ERK1/2 régule négativement pession de la StAR et
positivement celle de la P450-aromatase, en répots&SH 1242%. Enfin, la LH et la FSH
stimulent I'activité nucléaire des ERK1/2. Il a été montré que les ERK1/2 phosphorylent
le facteur de transcription SF-&téroidogenic factor-l régulant lui-méme I'expression de

certains facteurs de la stéroidogenése dont la FAR).

4.2.2.5. Insulin Growth Factors (IGFs)

Certaines études montrent, dans différentes esgedes, porcins, rongeurs) que I'lGF-1 lié
a son récepteur, peut augmenter le niveau dagtide plusieurs enzymes de la
stéroidogenése (P450dl P450 aromatase et P450 sédf1'. Ces effets sont potentialisés
par la FSH 9. De plus, IGF-1 peut stimuler la transcription|deRNm du récepteur de la
LH, ce qui favorise I'expression de la StAR indyir la LH €Y. Enfin, la transduction du
signal IGF-1 implique aussi les voies de signatisades MAPK ERK "%, L'IGF-1

stimule également la production d’cestradf6i)(
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4.2.2.6. Epidermal Growth Factor (EGF)

La voie de signalisation de 'EGF semble aussi iquéle dans la stéroidogenese ovarienne.
Cette voie semble activer la StAR*(**. L'activation du récepteur de I'EGF parait
nécessaire a l'induction de la stéroidogenesegsagdnadotrophines et, en particulier par la
LH (**). EGF, facteur soluble, en se liant & son récepteourrait agir selon un mode
autocrine et paracrine, respectivement sur lesileslide la théque et de la granulosa. De ce

fait, I'activité de la StAR peut étre augment&8)(

4.2.2.7. Les stéroides

L’oestradiol exerce un rétrocontrdle positif et atiigsur la FSH. Ainsi, il potentialise vitro

les effets de la FSH sur 'augmentation de lI'expi@s de la P450-scc et de la P450-
aromatase?t9). In vivo, les souris, dépourvues de récepteur de I'oesfradi d’aromatase,
ont un excés de gonadotrophind¥)( L'oestradiol stimuldn vivo I'expression de la P450-
17a et donc la sécrétion des androgérié$, (et diminue la production de la progestérone en
réponse ou non a la FSEY. La sécrétion de I'aestradiol par les celluleslalgranulosa
bovine, en réponse a la FSH, est inhibée par ledT&@Fles activateurs des PKC qui régulent
directement la PKA?(?). La testostérone, substrat de la synthése dérdidis, régule elle-
méme l'activité de la P450-aromatade’)(et potentialise les effets des gonadotrophines
vivo et in vitro (**3. Les androgénes stimulent la biosynthése de dggstérone par les

cellules de la granulosa issues des folliculesoprdatoires {°9).

4.2.2.8. L'inhibine et I'activine

Elles appartiennent a la superfamille des TGFsHifiine exerce une action endocrine et
inhibe la sécrétion de FSH alors que I'activinena action autocrine et augmente la sécrétion
de FSH {575,

4.2.3. Les particularités des cellules de la g@asaul

Les cellules de la granulosa ont été tres utiliséescours de ce travail de these. La
prolifération des cellules de la granulosa est faible dansolésuies primaires, augmente au
cours de la croissance folliculaire et devient meate dans les follicules préantraux ou
antraux selon les espéces®)( Au stade préantral, ces cellules ne prolifépus et subissent
unedifférenciation, leur permettant d’assurer la stéroidogenése. dasurs régulant survie,

prolifération et différenciation de ces cellulests@sumés dans tableau
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cestrogenes, androgene

5

Facteurs Stimulateurs Inhibiteurs
Survie LH, FSH IGFBP
IGF, insuline follistatine
EGF, TGl TGH3, TNFx
FGF, KGF IL-6, interférony
activine, laminine, IL-1 Fas-L
progestérone androgenes
Prolifération FSH, IGF, insuline IGFBP
EGF, TGk, KGF follistatine
activine, laminine TNFa/p
TGH3, GDF-9, IL-1, TNF IL-6
cestrogénes interférony
Différenciation FSH, LH IGFBP
insuline,IGF follistatine, inhibine
activine, TGIB EGF, TGk, TGH3
laminine FGF, KGF, IL-6, TN

androgenes

Tableau 4 Différenciation, prolifération et survie des cedlslde la granulosa: facteurs

stimulateurs et inhibiteuradapté de Thibault et Levasseur 20019 (
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4. Un équilibre entre ces facteurs est indispensabldon développement folliculaire sans
développement tumoral.

La FSH est I'un des facteurs de régulation de la folbg@nese et plus particulierement de la
fonction des cellules de la granulosa. Elle se fstg un récepteur a 7 domaines
transmembranaires, couplé aux protéines G. Ceitoh permet, via la protéine Gs, d’activer
I'adénylate cyclase?{®®Y. Comme rappelé précédemment, la fixation de & BSson
récepteur peut entrainer I'activation de la PKA)(et avoir une influence positive sur la
stéroidogenése. Par exemple, I'activité transompielle du promoteur de la StAR est plus
importante ) et I'activité de SF-1 est augmenté&d®>J. La liaison de la FSH avec son
récepteur peut aussi induire I'activation de la P&iCactiver la PKC. Chez la souris, cette
activité peut inhiber la production de 'AMPc eto@r un impact négatif sur la stéroidogenese
(*®). La FSH peut aussi activer la voie de signalisaties MAPKs. Elle peut stimuler la
phosphorylation de p38 (via PKA) et d'autres cibdesaval telle que la protéine kinase B
(PKBJ/AKt) (%°%%%). Ces voies pourraient impliquer plus la phosphyiinositol 3’ kinase
(PI3K) que la voie PKAT?). Chez certaines espéces et en particulier cherdale role de la
phosphorylation de p38, dans la stéroidogenése péssclair. Chez la femme, en revanche,
cette phosphorylation est corrélée a 'augmentatieria synthése des androgenes, dans les
cellules de la théqué?). Les protéines ERKs appartiennent & la famille MAPKs. ERK1

et ERK2 sont phosphorylées via un processus dépeuddal’ AMPc dans les cellules de la
granulosa de rate, aprées la stimulation par FSHHbuCela est corrélé a la diminution de la
production de progestérone et de I'expression detAR ¢*°. Chez la truie, au contraire,
cette voie est associée a une augmentation dedaugtion de progestéron€9. Les modes
d’activation de la voie de ERKs varient en fonctida type cellulaire et des récepteurs
impliqués et en fonction de l'espece. Enfin, les RKAERK1/2 régulent directement la
transcription des proto-oncogenes, comme c-fogut par exemple (prolifération cellulaire)
(263).

Les facteurs de croissance peuvent moduler I'aadi&s gonadotrophines. Les cellules de la
granulosa, de la théque et les cellules lutéinipdssedent des récepteurs pour l'insuline et
'IGF-1. Au niveau folliculaire, I'affinité de I'isuline pour le récepteur de I'lGF-1 (IGF-IR)
est faible et I'activation de celui-ci n’est podsilgue pour des doses d’insuline trés élevées
(***?%3_ 'IGF-1, dont la structure est proche de celeelihsuline, joue un role important
dans la régulation de la stéroidogenése ovarie@hez les mammiféres non primates

(rongeur, porc et bovin), I'lGF-1 est le facteuraeissance le plus synthétisé par les cellules
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de granulosa. L'IGF-2 est le plus produit dansdelules de la granulosa et de la theque,
chez la femme #*?®y. Mais si I'lGF-1 est présent dans le liquide ifnllaire humain,
I'origine exacte de sa production n'est pas clagetrdéfinie t°). L'IGF-IR posséde une
activité tyrosine kinase et une structure procheédepteur de I'insuline (IRFP?%9 IGF-IR
active les voies de la PI3K et des MAPKSY(via différents intermédiaires dont les IRS
(insulin receptor substrates). La FSH et I'lGF-imsient la prolifération des cellules de la
granulosa de trui€?’,) ou de brebis*f¥). Les voies de signalisation de la FSH et de I1GF
communiquent %%, Par exemple, IlGF-1 potentialise les effets te FSH sur

I'accumulation d’AMPc dans les cellules de la gilasa ¢7.
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C. Le métabolisme et la reproduction

1. Généralités

Des liens étroits unissent le métabolisme énengétat la fonction de reproduction. Toutes
les cellules d’'un organisme, y compris celles @xd’ hypothalamo-hypophyso-gonadique
(HHG), ont besoin, pour vivre, d’apports contingsgiibstrats afin d’assurer le métabolisme
et la biosynthése cellulaire. De nombreuses étdédesontrent que le tissu adipeux est un
organe endocrine. Certaines adipocytokines quddpit, influencent I'équilibre métabolique
et la reproduction. Chez les mammiferes (femelleméle), le statut nutritionnel et les
anomalies de masse corporelle (déséquilibre masssey- masse maigre) peuvent étre a
I'origine d’une perturbation de la fonction de l&adHG ¢’Y). Dans ces cas, il peut exister un
retard de la puberté, une diminution du nombre deglations chez les especes poly-
ovulantes, une irrégularité des cycles chez legaspmono-ovulantes, et parfois un arrét
total de la cyclicité chez la femellé’). Chez le male, une qualité et une quantité
nutritionnelle insuffisante peuvent altérer la spatogenése?{?). En cas de restriction
alimentaire, les sécrétions de gonadotrophinesdiorihuées chez I'animal et chez I’humain
(*"*23. De plus, la fonction gonadique peut étre dinmetet ou indirectement affecté€9.

La balance énergétiqua, I'équilibre (ni déficitaire, ni excédentaire), est donc eds#at
pour permettre le fonctionnement normal de I'axeGHehez les mammiféreé’(). Chez de
nombreuses especes, les mémes fuels métaboligses@mes médiateurs hormonaux ou
neuropeptidiques sont utilisés pour assurer latimmade reproduction ( contréle neuro-
hormonal de la spermatogenése et des cycles owaltceet du métabolisme (la prise
alimentaire, la constitution de réserves énergéticet la dépense énergétique})( Dans ce
troisieme chapitre, sont rapportées les conségeedtm déséquilibre énergétique sur la
fonction de reproduction chez la femelle. Puis,t stécrits les différents « fuels » utilisés et

enfin, les médiateurs des interactions « métabelisgproduction ».
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2. Quelques exemples de pathologies de la reprioduen rapport
avec un désordre métabolique

2.1. Chez I'animal

L’anoestrus pouvant exister en post-partum chead¢he ou en post-sevrage chez la truie, est
lié en partie & un déficit énergétiqué®(. Les réserves accumulées pendant la gestatidn son
rapidement dépensées pendant la période de lact@#a entraine une perte de masse grasse
qui est responsable d’une diminution des taux ras de LH et de FSH, chez la trufé’

Les pulses de GnRH ne peuvent pas étre ré-inltee$téquence des pulses de LH est aussi
diminuée chez la vache pendant cette période. Erdirez ces deux animaux, les
concentrations de I'lGF-1, d’insuline et de glucasmnt diminuées tandis qu’augmentent
celles de la GH. La pulsatilité de la sécrétion @eRH est trées dépendante du statut
nutritionnel (%6289,

Chez la brebis et la truie, le « flushing » peue é&ttilisé dans certains élevages extensifs. Il
consiste a augmenter la ration alimentaire, cepgumet d’augmenter le taux d’ovulation
chez ces femelles®®)). Dans ce cas, I'insulinémie augmente plus quesderétion des
gonadotrophines. Les concentrations sériques de &SE nombre de pulses de LH sont

augmentés avant I'oestrif$3.

2.2. Chez 'humain

Le déclenchement de la pubertésemble, comme chez I'animal, lié & l'indice de sgas
corporelle 9. La restriction alimentaire, I'anorexie mentalela pratique intensive du sport
peut avoir, pour conséquence, un retard voire lnserece de déclenchement pubertaire. La
diminution de la masse grasse semble responsableetiie anomalie dans ces cas. En
revanche, des apports caloriques et une masseuadigeop importants provoquent une
puberté précoce. Comme le suggerent de nombretigisséla leptine, produite pas le tissu
adipeux, pourrait, avec d’autres facteurs, étre moéecule « signal » de linitiation de la
puberté et agir positivement sur la sécrétion dRIGF>229.

L’'aménorrhée chez la femmepeut étre secondaire a I'anorexie mentale quiaérgrune
perte de poids et de masse adipeuse. Dans céocgné est hypothalamiqué®), avec une
diminution des pulses de GnRH et de la réponsgadeadotrophines. La encore, il existe une

diminution de la concentration plasmatique de fite, de I'IGF-1 et des stéroides sexuels
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(%8289 De plus, l'altération du systéme leptine/NPY tpeantribuer & la persistance de
I'aménorrhée aprés ré-alimentation et prise dep6i9).

Les athletes de haut niveau peuvent aussi souffaiménorrhée primaire ou secondaire,
oligoménorrhée et d'infertilité’{"*) liée & la dépense énergétique excessive secordaire

stress physique intense associée souvent a unietiestde la prise d’aliment$®P).

Le syndrome des OPKillustre parfaitement toute la problématique dagports existant
entre le métabolisme et la fonction de reproductiGhez les femmes porteuses d’'un tel
déréglement, existent des troubles de la fertilité et des treshiu métabolisme. Selon les
études, 5 a 10% des femmes en age de procréercenoérnées. Elles présentent une
hyperandrogénie clinique et /ou biologique, unégularité des cycles menstruels, témoin de
I'oligo-anovulation chronique et un aspect échobrape ovarien micropolykystique. Elles
ont souvent un exces pondéral, une veéritaidalino-résistance (IR) et une hyperinsulinémie.
Elles peuvent développer une intolérance au glucasee un diabete de type 2, une
dyslipidémie (50% des casf®}) et ont un risque accru de développer des maladies
cardiovaculaires. De plus, 40% de ces patientesisfatiles et leur taux de fausses couches
est double. La physiopathologie de ce syndromesetriécanismes mis en jeu sont encore tres
mal connus. L'IR est périphérique mais pourraitsas® rencontrer au niveau ovarien ou
central. Ces effets sur I'axe HH, présents danS@PK, pourraient étre multiples. lls
pourraient s’exercer sur I'hypersécrétion de LH-{58% des casf{) ou 'augmentation de

la réponse de la LH a la GnRH ou bien encore sdinfénution de sensibilité hypothalamique
au rétrocontrole négatif. Ce dernier est, normatgmexercé par la progestérone, sur la
sécrétion de LH?PY. Le fonctionnement du tissu adipeux endocrinergumeur de 'R,
semble aussi altéré. Ainsi, les concentrationsnpddisjues de la leptine et de la résistine sont
trop élevées (corrélées a 'augmentation de IMQ)edlies de la ghréline et de I'adiponectine
sont trop basse$’(?®). Des agents sensibilisateurs de l'insuline telsnietformine et les
TZD sont utilisés pour traiter ces patientes. Il esulte une amélioration de ['état
métabolique et de la fertilité®®). Ces traitements permettent une diminution de la
concentration de linsuline et une restauration descentrations plasmatiques de leptine,
adiponectine, résistine et/ou ghréline. Enfin, latfiormine et les TZD entrainent une
diminution de la sécrétion de LH et des androg@tesigmentent les taux d’ovulation et de

grossesses®).
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Figure 29 A- Fonctionnement normal de laxe HHG: apports maux de fuels
métaboliques: étapes: 1, 2, 3, 4, 5 et 6.

B- Anomalies de fonctionnement de I'axe HHG: Careanduels métaboliques oxydables,
premiere anomalie = inhibition de I'étape 1, deséxrétion pulsatiie de GnRH et donc
anomalies des étapes 2 a 6

D’aprés Schneider et al, 2004%)
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3. Les «fuels »

3.1. Le glucose et les acides gras

Chez beaucoup d’espéces de mammiferes, les princgisnuli métaboliques sont le glucose
et les acides gras libres et également le ratio ATRutres nucléotides adényliques. Leur
disponibilité et leur état d’oxydation sont deugrgux trés importants pour le contréle de la
balance énergétique et du fonctionnement de I'ak&H 3% (figures 29 A et B. Ce
systeme de détecteurs métaboliques envoie desugigess le générateur de pulses de GnRH
et permet une réponse extrémement rapide. La sgcpailsatile de LH se modifie plus vite
que lors d’'un changement de composition corpofefiasse grasse§’¢?’®>%. Une certaine
glycémie doit étre maintenue dans des concentmatfurysiologiques afin d’assurer une
sécrétion optimale de GnRH’{). L’hypothalamus et I'hypophyse expriment le tjamiseur

de glucose GLUT4 3% dont la translocation a la membrane plasmique est
insulinodépendante®®). Une carence insulinique, présente en cas deitéfiergétique,
pourrait diminuer voire bloquer I'entrée de glucosms les cellules de ces tisstf§)(

La prise alimentaire est augmentée et la fonctia rdproduction est altérée par
'administration d’agents pharmacologiques bloqugmécifiquement I'oxydation du glucose
ou des acides gras libre€7. Par exemple, chez la femelle hamster, le traterpar le 2-
désoxy-D-glucose (2-DG, inhibiteur de I'oxydatiolugidique) ou par le méthyl-palmoxirate
(MP, inhibiteur de I'oxydation des AG) interromptpidement la cyclicité et le comportement
d'cestrus {*%. Le mécanisme comprend une inhibition du dévesopgnt folliculaire ayant
pour conséquence une diminution des taux circulafsstradiol et donc un arrét du
comportement d’'oestrus. Chez la brebis et le rat,infusion de 2-DG dans les ventricules
latéraux diminue la sécrétion de la LF$°CYY. Chez la vache, le 2-DG bloque I'ovulation et
la lutéogenése. Par ailleurs, les carences en ggueben lipides induisent une diminution du
nombre des récepteurs a I'cestradiol dans I'hypathas ventromédian, I'’hypothalamus
ventrolatéral et I'aire pré-optique chez le hamstgien ). L'area postremaecoit les
afférences vagales issus du tractus gastro-inééstiPette aire cérébrale (bulbe) chemo-
réceptrice contient des cellules sensibles a leégtye. Une destruction chirurgicale de cette
aire chez le hamster léeve le blocage du 2-DG eMBusur le comportement d’cestrus mais
pas sur la cyclicité*t).
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Figure 30 A. Schéma de I'expression des PRARw niveau du tractus génital féminin.
(G:granulosa; T: théquejaprés Froment et al, 2005))(

B. Schéma de I'expression des PPAR au cours de la folliculogénése (augmentation
réguliére) et aprés 'ovulation (diminutioajlapté de Froment et al, 200825
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3.2. Les acides aminés

Les acides aminés peuvent aussi influencer le ifmmeément de I'axe HHG. Ainsi, chez la
rate un déficit d’apport d’arginine peut entraimer retard pubertaire”®). Chez les brebis
présentant un retard pubertaire, le traitementpmaeal-tyrosine induit une augmentation de la
concentration plasmatique de progestérone companagéint aux animaux « contréles ». De
plus, les brebis recevant cet acide aminé, préseatecomportement d’oestrus et un taux de
gestation plus important). Le glutamate est un neurotransmetteur excitalibéré au
niveau synaptique de beaucoup de neurones. Cargltdaet ses récepteurs sont présents au
niveau de I'’hypothalamus et sont impliqués darstaétion de la GnRH et de la LH chez les
femelles {*°. L'administration d’'un antagoniste des réceptetusglutamate provoque la
diminution de la concentration circulante de LH'&bolition du pic ovulatoire de LH chez la
rate 9. Ce traitement au niveau ovarien et en particudie niveau folliculaire réduit la
stéroidogenése et donc diminue la sécrétion dadisiret de testostérone chez la truite arc-
en-ciel 1.

3.3. PPAR : senseur métabolique clé

Il était difficile de parler des principaux fuelg dforganisme, que sont les glucides et les
acides gras libres, sans évoquer les PBAR.es PPAKS régulent, en effet, le métabolisme
glucidique et lipidiqgue en fonction du statut érigigue. Ces PPAR appartiennent a la
famille des récepteurs nucléaires. lls sensibitides tissus a l'action de linsuline et
participent a la régulation de I'adipogénéd®)( Leur expression a été décrite au niveau de
I'axe reproductif et en particulier dans les difféts éléments du tractus femeléglure 30A)

(). lls influencent la maturation placentaire et développement foetal'f). De plus,
I'activation des PPARS modulein vitro la production de la progestérone par une action su
les cellules de la granulosa (brebis) et sur celeeta theque (truie) chez différentes espéces
(°%832§ Ces effets peuvent s'appliquer sur la régulatiten I'activité des enzymes de la
stéroidogenése. En revanche, les P{®ARe semblent pas moduler la sécrétion des
gonadotrophines par les cellules gonadotropes lfe de I'hormone de croissance par les
cellules somatotroped®). Il faut noter que I'activation des PPA&Ret des PPAES dans les
cellules gonadotropes LBT2 de souris inhibe lastaption de 'ARN messager des
gonadotrophines mais seuls les PR&Remblent avoir des effets négatifs sur la sigatdin

des BMPs (Bone Morphogenetic Proteifff)( Ces facteurs ont été mis en évidence au niveau
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des cellules de la granulosa, de la théque eta®dyte (BMP-4,-6, -7, -15). Ils peuvent
moduler la stéroidogenése folliculaifé’®). Une diminution de I'expression des PP&R
dans le corps jaune aprés l'ovulation a été obsenlez la génisse®). Ces résultats
suggerent un réle déterminant des PR&Ru cours de la folliculogenése et de I'ovogenése
(Figure 30B) €%9. Dans un article récent, I'équipe de Kim et @jéméré, chez la souris, des
mutants conditionnels (KO PPAR dans les cellules de la granulosa des follicules
préovulatoires. L'ovulation est altérée chez cesanx. €%). D'aprés ces résultats, PPAR

semble étre un médiateur important dans la foligéhése et I'ovulation.

4. Les médiateurs

4.1. Le systeme insuline / IGF1

L’insuline et I'lGF-1 présentent des homologiesaafdis fonctionnelle et structurale. Les
différents éléments du systéme insuline / IGF-Gafids, récepteurs, protéines de liaisons)
sont présents dans I'hypothalamus, I'hypophyséogaire (°232%3%). Ce systéme exerce un
effet positif sur 'axe reproductif a tous ses émdl est régulé au cours du cycle et lors d'une
variation de la balance énergétique. Ainsi, pangde, chez le rat, une privation énergétique
induit une diminution des récepteurs de linsulidans I'hypothalamus3{) et de la
concentration d’'IGF-1, corrélée a la hausse d'IGHB# donc a la biodisponibilité de I'lGF-

1 chez le bovin®Y.

L’insuline, produite par le pancréas, possede un role eskdatis la régulation des substrats
métaboliques via les organes insulino-sensiblessgneé le foie, les muscles squelettiques et
le tissu adipeux. Schématiquement, en présencesuliite, les substrats issus de
I'alimentation sont métabolisés et les calorieseroes sont stockées sous forme de graisse.
De par son réle dans le maintien de 'homéostasieidique, l'insuline participe au niveau
du systéme nerveux central, a la régulation de dtété et de la reproduction plus
indirectement (fuel glucidiquef'%®®j. Les récepteurs de linsuline sont aussi exprimés
niveau des neurones de I'hypothalamus connus maurrble dans le contrdle de la prise
alimentaire et de I'homéostasie énergétiqiid.(L'action centrale de I'insuline peut s'exercer
partiellement par l'inhibition de I'expression duPM par les neurones du noyau arqué de
I'hypothalamus £%. De la méme facon, l'insuline semble contrélesérétion du GnRH.
Chez des souris NIRKQn vivo, l'inactivation du géne du récepteur de l'insulidans le

cerveau, induit une augmentation de la prise aliaie) une obésité, une insulino-
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Tableau 5: Expression du systéme IGF dans le systéme nervenixat, adapté de Daftary et Gore,

2005, £29)

Systeme Type cellulaire Espéces
IGF/R/BP
IGF-1 Aire pré-optique, hypothalamus antérieur] souris
Aire pré-optique, éminence médiane rat
Bulbes olfactifs, cervelet, cortex, hippocampe rat, souris
Hypophyse (cellules ACTH, GH, LH/FSH) rate
IGF-2 Plexus choroides, hypophyse, cervelet rat
IGF-1R Aire pré-optique, éminence médiane, souris
hypothalamus médio-basal
Plexus choroides, noyau arqué hypothalamus, rat
aire pré-optique, hippocampe, cortex cérébyal,
cervelet, bulbes olfactifs
Hypothalamus porc
Hypophyse (cellules ACTH, GH) rat
Hypophyse Brebis, rat,
porc
IGF-2 R Antéhypophyse rat
IGF-BP2 Hippocampe, hypothalamus médio-basal rat
hypophyse
IGF-BP3 Antéhypophyse humain
Hypophyse rat
IGF-BP4 Hypophyse rat
IGF-BP5 Hypophyse Brebis,
souris, rat
Bulbes olfactifs rat
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résistance modérée avec une hyperinsulinémie. Bagas, chez le male, la spermatogenése
est diminuée et chez la femelle, la maturationidolhire est altérée, en rapport avec une
perturbation du contrdle hypothalamique de la siéréde LH ¢%3. Chez des souris
sauvage, 'augmentation de I'insulinémie induite fgaréalisation d’un clamp euglycémique,
hyperinsulinique, stimule la sécrétion de LH, mawude I'activité des neurones a GnRH
(*®). In vitro, des neurones hypothalamiques en culture sontulé$mde maniére dose-
dépendante par linsuline et ce, indépendammentadeoncentration extracellulaire du
glucose. Enfin, l'activation de la voie des MAPK ER2 serait d’avantage responsable de

I'activation de ces neurones en culture que la deiéa P13 kinase'{?).

Le systeme IGF-1/ IGF-1 Rest présent dans de nombreuses régions du SNCpatteculier

au niveau de l'axe HHT@bleau 5. L'IGF-1, produite essentiellement par le foieuso
'impulsion de la GH hypophysaire (Growth Hormonsegmble aussi étre sécrétée par les
neurones hypothalamiques et la glie. Il est im@igqlans la sécrétion du GnRH, des
gonadotrophines, dans linitiation de la pubertéeetontrle de la fonction reproductive au
cours de la vie adulte. De nombreuses étuttesjtro, ont été réalisées sur des cellules
hypothalamiques immortalisées GT1-7 (promoteurate ou NLT (promoteur humain) qui
expriment le géne de la GnRE*®*. Ces cellules sont traitées par de I'lGF-1. Dans
certaines études, I'lGF-1 stimule la prolifératicellulaire %, alors que dans d’autres, il
augmente seulement I'expression de ARNm de GnRé4 étanscription®(°**). L’action de
I'IGF-1 peut étre biphasique en stimulant puis enibant la biosynthése de GnR&*¢*).

De plus, TARNm de I'lGF-1 a pu étre mis en évideraans ces différentes lignées (GT1-7)
suggérant une production centrale d'|GF*E{*3. Enfin, son récepteur (IGF-1R) fonctionnel
a aussi été détecté dans les cellules GTEY, (mpliquant une action directe autocrine de
'lGF-1 sur les neurones GnRH de I'hypothalambgy(re 31). Chez la souris, toujouia
vitro, I'lGF-1 peut stimuler surtout les neurones a GniRthatures en culture et a un effet
moindre sur les neurones adulteé’( Ce fait suggére l'implication de I'|GF-1 dans
l'initiation de la puberté. De plus, I'lGF-1 régula fonction hypophysaire gonadotrope
(*3_ L'IGF-1, son récepteur et les IGF-1BPs (IGF-hebihg protein) s’expriment aussi au
niveau de I'antéhypophys&®). L'IGF-1 stimule la sécrétion de GnRH mais awssie de la
FSH et surtout celle de la LK vitro (rongeur et ovin*****). Chez le bovin, I'expression

protéique des IGF-BPs varie au cours du cycleucsuggere une régulation
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Figure 31 Modeéle d'action de I''GF-1 (centrale et périphégysur la sécrétion du GnRH
et des gonadotrophineagiapté de Daftary et Gore 20052.
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Figure 32 Schéma de l'action de la leptine sur les neuroieéssdans
I'hypothalamusadapté de Gamba et al, 2008
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cyclique de la libération des gonadotrophines p&r+1 (3*). Les travaux réaliséa vivo,

ont démontré une augmentation de la sécrétion deHGet de la LH aprés I'administration
d'IGF-1 & des rats juvéniles ou pré-pubéréd.(Plusieurs équipes ont pu mettre en évidence
la co-localisation de I'lGF-1 et de son récepteansiles neurones a GnRH chez le rat et la
souris £*3*%9. Enfin, chez les mammiféres, la concentratiorigsér de I'lGF-1 augmente
pendant la puberté chez les rongedr8®), les ruminants®?), les primates %> et
I'humain €°). L'IGF-1 semble initier ou accélérer le début kdepuberté. Par ailleurs,
'administration exogene d’IGF-1, chez les rongeetsles primates, induit une puberté
précoce 4. Des souris transgéniques ne produisant ni GIBRi1 sont stériles’°). Le
traitement de ces souris par l'injection de GH ralise la concentration d'IGF-1 et la
fonction reproductive (élévation de la LH et réppnsrmale de LH aprés stimulation GnRH)
(356).

Chez les mammiféres femelles, les systemes IngliRel sont présentdans I'ovaire, au
niveau du stroma, des cellules de la granulosa da dheque mais aussi de I'ovocyte. Les
effets positifs des IGFs au niveau de 'ovaire @@t évoqués dans le chapitre précédent. Ils
sont en rapport avec une sensibilité accrue désuigls a I'action de la FSH au moment de
leur croissance terminale. Une restriction alimeatehez la truie réduit les taux d’ovulation
et diminue les sécrétions d’'cestradiol, d’'IGF-1 etstiline sans altération de la sécrétion des
gonadotrophines®{). Chez la vache, une augmentation des taux d'|G#iréponse a
I’'hormone de croissance permet de doubler la pdipulales follicules sélectionnables sans
conséquence sur les taux de LH et de FSBL €n cas de surexpression de 'lGFBP-1, chez
des souris transgéniques, la biodisponibilité d&HA-1 décroit, le nombre des corps jaunes et
des follicules non atrétiques est diminué ainsi Guésille des portées™*>Y. Des souris,
dont le gene de I'lGF-1 a été invalidé, sont stérilLeurs ovaires ne contiennent aucun
follicule antral et aucune ovulation n’est obtemyees la stimulation par des gonadotrophines
exogénesfY).

Le systeme insuline / IGF-1 (périphérique et céntemgule donc la fonction reproductive par
des actions directes et indirectes sur I'axe hygatho-hypophysaire et sur I'ovairkglire

31).

4.2. Le systeme leptine / neuropeptide Y

Le neuropeptide Y (NPY) est un neurotransmetteur de 36 acides angnéd’on rencontre

au niveau du systéme nerveux périphérique et de(tt&®®. Il est I'un des plus abondants
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médiateurs dans le cerveau de mammifére. Les nesigexprimant sont localisés dans le
noyau arqué de I'hypothalamus et sont impliquéssdanrégulation du métabolisme et du
comportement alimentaire®®¢**). Le NPY est connu comme un des agents les plus
orexigenes. L'injection centrale de ce peptide indne réponse alimentaire méme chez des
animaux rassasié¥’), aboutissant sur une longue période a une ob@%it&). L'expression

de NPY augmente dans les neurones hypothalamique®yhu arqué dans des conditions
métaboliques défavorable¥%*%y. De plus, des taux élevés d’expression sont rappchez
des rats obéses Zuckéf et chez des souris avec un déficit en leptifi. (

Ses rapports avec la fonction de reproduction et #axe HHG sont assez complexes. Des
effets stimulateurs et inhibiteurs ont été déatss la littérature®(*>*’J. La présence des
stéroides sexuels et plus particulierement celle aestrogénes, semblent influencer son
action positive sur la LH*(%. Les récepteurs des oestrogénes sont préseressweurones a
NPY (™. Chez des animaux castrés, 'administration eémle NPY inhibe la libération de
LH (39. Si le traitement par NPY est chronique, il irtduie inhibition de I'axe gonadotrope
(379, En revanche, les souris, dont le géne NPY airétalidé ont des concentrations
diminuées de LH pendant le pro-oestrus et la répaolesla LH au GnRH est abaissd€)(
Parmi les cing sous types de récepteurs qu'il asalgle d’activer, les récepteurs Y1 et Y5
sont impliqués dans le controle de la prise alimieat (%% et dans la régulation
neuroendocrinienne de I'axe HHE'(®*®. Le récepteur Y5 est présent dans les neurones
GnRH €8%). Un antagoniste de Y5 est capable de bloqudribition de la sécrétion de Lk
vivo, induite par NPY 9. Y1 est rencontré au niveau des neurones de lfaioptique trés
proche des neurones & GnR¥)( Chez des jeunes rongeurs, une augmentation rdis to
NPY inhibe un développement sexuel normal. Cettomcse fait par l'intermédiaire des
récepteurs Y1339 qui semblent aussi étre exprimés par les nesran&nRHin vivo.
L’ensemble de ces études suggerent que, dans desdeaprivation alimentaire et
métaboliques défavorables, I'expression de NPY aumenet entraine une forte inhibition de
la libération pulsatile de GnRH®{**®3#}. Cette hypothése est renforcée par I'expérience
suivante : l'infusion intracérébrale de NPY chez dats prépuberes s’accompagne d’un
retard de développement pubertaire semblable a cehstaté dans les cas de restriction
alimentaire ). Le NPY pourrait participer au contrle de l'iaiion de la puberté en
particulier dans des conditions métaboliques pepipes. Il est a souligner la présence des

récepteurs d’insuline et de leptine au niveau @esanes
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Figure 33: Schéma de la régulation centrale de I'appétit eadenction de reproduction par
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Figure 34: La leptine peut agir a différents niveaux pour tégla fonction de reproduction
d’apres Clarke et al, 1999%7)
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hypothalamiques exprimant le NPY, suggérant unkalmaration dans le contrdle des
différentes fonctions®t*3%.

La leptine, déja décrite dans le premier chapitre de I'inficitbn, produite par le tissu
adipeux, est I'un des plus puissants signaux périghes de satiété. Cette hormone permet de
renseigner l'organisme sur son état nutritionnéhypothalamus et I'hypophyse sont des
cibles de la leptine?{*%. Elle semble pouvoir agir sur la libération de R&h par
I'hypothalamus et celle des gonadotrophines papbiphyse selon I'état nutritionnéf3%.

Les humains et les animaux porteurs d’'un déficilaggine sont obéses et hyperphages et
présentent un hypogonadisme hypogonadotrophidreé®®j. Cette derniére anomalie se
corrige apres traitement par la leptine exogéendircoant le role joué par cette hormone
(%3%. In vivo, les neurones & GnRH ne semblent pas ou peu expesieécepteurs de la
leptine. Ces derniers ont été mis en évidence &eani de neurones hypothalamiques
immortalisés en culturd®4%). La leptine pourrait agir sur I'axe HHG via deseir-neurones
exprimant le NPY (et les récepteurs de la leptiagant des projections au niveau des
neurones & GnRH hypothalamiqué¥{%J. Les souris dont le géne de Y1 ou de Y5 a été
invalidé, débutent plus t6t leur puberté, mais haonologie du développement sexuel est
identique & celle des souris sauvag&8‘fy. L'injection quotidienne de leptine chez ces
souris, immédiatement aprés sevrage, entraine iomaulion de I'expression de NPY chez
les animaux adultes *f). Ce traitement accélére aussi le développemenuese
comparativement & celui des souris sauvajé€) mais seulement chez les souris’Y ).

La fixation du NPY sur son récepteur Y1 serait oemable des effets inhibiteurs de NPY
exercés sur les neurones a GnRISE). Le timing du développement sexuel des souri§ Y1
soumises a une restriction alimentaire est normoadparé a celui des souris sauvages qui est
retardé {°%. Le récepteur Y1 semble aussi impliqué dans faatién du niveau des quantités
circulantes de leptine. Cependant, si ce récemsusensible aux concentrations basses de
leptine, un autre systéme neuronal semble resplensi@bl’accélération du développement
sexuel secondaire aux injections répétées de &ff). Ainsi, le systéme « leptin-NPY/Y1-
neurones a GnRH » ne suffit pas a expliquer tosietets observés dans le modele’Yll
existe probablement un effet de la leptine indépahdiu NPY, exercé directement sur les
neurones & GnRH ou via d’autres voies : GABR® (ou POMC. Par exemple, la leptine
inhibe I'expression de la POMC®(). La POMC est responsable de la production desicxs
endogeénes, les endorphines qui régulent négatividmeécrétion de GnRH%) (Figures 32,

33 et 33.
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Figure 36: Les interactions entre les adipokines (leptindstiée et adiponectine) et la
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adapté de Mitchell et al, 2005%)
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De nombreuses études ont montré que la leptind jonadle incontestable au moment de la
puberté. En revanche, son réle dans linitiationlal@uberté n'est pas clait’{*'y. Cette
hormone pourrait étre un signal qui informe le earv que I'état des réserves métaboliques
autorise le début des fonctions reproductivV&3.(La leptine a égalemenne action directe
sur l'ovaire qui exprime la forme courte de Ob-BY. Elle augmentén vivo I'expression

ovarienne de la P450-scc et de la P450-thez les sourisb/ob (*%).

En revanche, elle
inhibe in vitro la sécrétion de la progestérone et de I'androstedipar les cellules de la
théque en réponse a l'insulinB? et inhibe la sécrétion de la progestérone etadsttadiol

en réponse a l'insuline, la FSH, la LH ou I'IGF-arpes cellules de la granulo$&*(*j. La
leptinémie varie au cours du cycle menstruel chefeinme avec un pic en phase lutéale, et
augmente pendant la grossesse grace a une prodyetiole placenta®). Il existe un
dimorphisme sexuel de la concentration plasmatiguta leptine, plus élevée chez la femme
que chez I'homme indépendamment du degré d'adidobit). Chez la souris, ce
dimorphisme existe ausst*)). Au cours du cycle menstruel, la leptinémie pnésedes
variations avec un pic en phase lutéale. La leptingmente pendant la grossesse du fait de la
production placentaire®f). D'autre part, la leptine régule positivement ri@aturation

nucléaire et cytoplasmique de I'ovocyia une régulation de la voie des MAPKY.

4.3. Les autres hormones

D’autres hormones sont impliquées dans le conttél€homéostasie énergétique et la prise
alimentaire. Un certain nombre d’entre elles pgréint a la régulation de la fonction de
reproduction au niveau central et/ou ovarigigre 35) (*°%). Il ne s’agit pas ici d’en faire la
liste exhaustive. Je voudrais simplement abordedlee de la résistine et de I'Adipdigure

36).

4.3.1. La résistine

Cette adipocytokine a déja été décrite dans le iprecmapitre de l'introduction. Lors de sa
découverte, sa fonction au sein du métabolisme Isénpisometteuse ; aujourd’hui elle n'est
pas claire. La résistine est exprimée dans I'hygsetet I'hypothalamus'). La sur- ou la
sous-expression de cette molécule ne semble pasde/aonséquence sur la reproduction,
chez le rat B*'). L'expression de la résistine dans le tissu adipet au niveau pituitaire

augmente en pré-pubertaire chez le rong€frén réponse a un signal hypothalamique
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Adiponectin

mRNA and/or Circulating

protein levels Authors

Female vs 1 Arita et al. 1999
males

1 Huang et al. 2004

1 1 Combs et al. 2003
Gui et al. 2004

Puberty 1 1 Combs et al. 2003

1 Bottner et al. 2004
Oestrogen 1 Combs et al. 2003

1 - Gui et al. 2004

Androgens - - Gui et al. 2004

1 Nishizawa et al. 2002

1 Bottner ef al. 2004

1 Page et al. 2005
PCOS vs - Orio et al. 2003
normalt

1 Carmina et al. 2005

1 Sieminska et al. 2004

1 Sepilian & Nagamani

2005

1 = increased levels;— = decreased levels; - = no change in levels of adipokines.

1+ PCOS and normal ovulating women were BMI and age matched.

Tableau 6 Influence des stéroides sexuels, de la pubertétrdebles de fertilité sur la
I'expression et la concentration plasmatique deipa,

Adapté deMitchell et al, 2005,%?
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(1°2*9  Chez cette espéce, elle a été co-localisée #scneurones controlant le
comportement alimentaire au niveau thalamiqu®).( Chez le rongeur, I'expression
testiculaire de la résistine est régulée par lesmdotrophines (FSH et LH}%). In vitro, la
résistine peut augmenter la production de testmstépar des cellules de testicule de rat en
culture {'9. Dans des cellules de la théque humaine en euyltarrésistine peut augmenter
I'activité de la 17 alpha-hydroxylase en présenagsdline, suggérant son role éventuel dans
I'hyperandrogénie présente dans le SOPR.(

4.3.2. L'adiponectine

L’adiponectine, produite essentiellement par le tissu adipeuxiéadéja décrite dans le
premier volet de cette introduction. Tout d’abcetle a trouvé une place importante au sein
du métabolisme. De par ses propriétés, notammeuiimo-sensibilisatrices et de par les
voies de signalisation (TAMPK, par exemple) quéelltilise, I'Adipo semble étre un lien tres
fort, en physiologie et en pathologie, entre leahétisme et la fonction de reproduction. Son
implication dans cette fonction est assez récétte*®y. Dans les modéles pathologiques que
sont le diabéte de type 2, I'obésité et le SOPKgdacentration d’Adipo est diminuée, en
probable relation avec I'insulino-résistance, existdans ces différents modélés)( Cette
baisse de l'adiponectinémie peut-étre indépenddstd’indice de masse corporelle mais
corrélée & I'importance de I'obésité abdominalé Ehyperandrogénie’??). Certaines études
ont suggéré que I'’Adipo n’est pas directement &dénsulino-résistance*t?). Elle pourrait
étre un facteur favorisant son apparition en raidenson action sur certaines cibles de
linsuline, telle le foie ou le muscle squelettiq{i&). Les pathologies sus-citées sont souvent
associées a une moindre fertilitt’), Or, comme rapporté précédemment, des traitements
insulino-sensibilisateurs peuvent avoir une acfarorable sur le taux d’ovulatiot?*%.

Les stéroides sexuels peuvent influencer la coretéot plasmatique d’Adipo. Les
oestrogenes semble avoir un impact positif sur dacentration d’Adipo alors que les

androgénes (testostérone) diminue I'adiponectinétfié®y (tableau 6).

Des modéles animaux ont été utilisés pour une ewedl connaissance de I'’Adipo. Les souris
présentant une invalidation compléte du géne deifid sont insulino-résistantes avec ou
sans infertilité ¥°**"*%. Dans une autre étude, lnvalidation des génes décepteurs
AdipoR1 et AdipoR2, n'a pas entrainé de baisseedéite ni chez le méale ni chez la femelle
(94§ par contre, dans un travail différent, le sousression d’AdipoR2 a pour

conséguence une atrophie des tubes séminiféreseegpermie avec une testostéronémie
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normale {?%. En cas de surexpression du géne de I'Adipo,olacentration d’Adipo est
élevée et associée a une hypo ou une infertiit€**§. Chez le rongeur, I'ensemble de ces

résultats sont donc contradictoires et ne permigt@nde conclure.

Récemment, le systéme Adipo a été décrit dans dtgtamus de rat et d’humaihty et au
niveau hypophysaire*{). L’Adipo recombinante semble pouvoir réguler peession des
récepteurs du GnRH des cellules hypophysairesykure primaire ). Cette hormone peut
aussi inhiber la sécrétion basale de la LH eecdlimulée par le GnRH dans des cellules
gonadotropes BT2 en culture et dans des cellules hypophysairesad€¢>"**j. De plus,
I’Adipo et ses récepteurs ont été mis en éviderees de placenta de rate et de femme et plus
particulierement au niveau du syncytiotrophoblaét€*®. Dans le placenta de rate, le
niveau d’expression de 'ARN messager de 'Adipgraente beaucoup pendant la gestation
tandis que celui de I'AdipoR2 décroft)). Ce systéme a été isolé dans I'endométre dessouri
et de lapine en début de gestati6i) (et dans 'endomeétre de femme tout au long duecycl
menstruel. L'expression de I'Adipo est plus impaoteaen phase proliférative précoce alors
qu'elle I'est au milieu de la phase sécrétoire plesrrécepteurs*¥). Cette expression est
aussi retrouvée dans 'oviducte de rdfd)(L'Adipo et ses récepteurs ont été identifiéssdan
le testicule de raf'{®) et dans I'ovaire de nombreux mammiféres telles lquruie {*°*%, la
poule (4% et la rate 1. L'Adipo a été identifiée dans le liquide folli@ire (femme et
truie (**°**, dans I'ovocyte de raté”f), le corps jaune*{?), dans les cellules de théque
(*42443 et en quantité plus faible dans les cellulesadgranulosa de poule (& tous le stades du
développement folliculaire et de rafé¥. Chez la femme, la LH recombinante indirityivo,
une élévation de la production d’Adipo dans le itigufolliculaire (*°). Dans le testicule de
rat, 'Adipo recombinante inhibe la sécrétion basdke testostérone et celle stimulée par
I'hCG exogénet?). Enfin, le groupe de Ledoux a montré que I'’Adipoombinante avait des
effets directs sur I'expression de certains gengsirmés dans les cellules folliculaires de

truie et impliqués dans le développement folliaal&}*?).

L’ensemble des connaissances exposées dans cetiduction montre que I'Adipo est
surtout connue pour son action métabolique. Demé@em suggerent par ailleurs qu’elle
pourrait jouer un réle important dans la fonctian réproduction. L’Adipo pourrait étre un
élément clé en physiologie comme en pathologie.e@apnt, il existe encore beaucoup
d’'inconnues et de contradictions. Ce travail des¢ha tenté de répondre a un certain nombre
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d’interrogations afin de mieux comprendre le roéelddipo et la relation existant entre la
pathologie de la reproduction et les anomalies étabolisme. Ces désordres sont, en effet,

rencontrés chez certaines patientes obeses, djaegtet / ou porteuses d'un SOPK.

Le premier denos objectifs était de savoir si '’Adipo et ses récepteurs étagxprimés au
niveau de I'ovaireln vivo,nous avons étudié leur expression dans I'ovaineodée, de rate et
de femme. Dans une seconde partie du travail, aeass voulu décrire le rdle du systeme
Adipo au niveau ovarien. Pour cela, nous avons cegplin vitro, son réle dans la
stéroidogenése ovarienne chez ces trois espécestilisant de I'Adipo recombinante.
L’Adipo possede une structure extrémement conseshiée les mammiféeres. Le pourcentage
d’identité entre les adiponectines de différentepéees est souvent de plus de 80 %
(rongeurs, porc et humain). Nous nous sommes BHésea I'expression des protéines de la
stéroidogenése en présence d’Adipo et a I'impbeatie certaines voies de signalisation
(AMPK, MAPK ERK1/2 et p38 et Akt) dans la transdoat du message « adiponectine ».
Enfin, pour mieux comprendre la pathologie, nou®nav exploré ce systeme Adipo
respectivement dans I'ovaire de rate diabétiquabgte induit par la streptozotocine) et dans

des cellules de la granulosa de rate cultivéesé&sepce de fortes concentrations de glucose.
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A. Patientes et animaux

La majeure partie de ce travail a été réalisédiggamt deux modéles animaux : la poule et la
rate (Articles 1, 2 et 4). Dans l'article 3, uneidd a nécessité l'inclusion de 17 femmes.
Dans cette partie, nous décrirons les caractéssigqles patientes incluses et des modéles

animaux utilisés.

1. Les patientes

L’étude contenue dans l'article 3, est issue dhawdil collaboratif entre I'INRA et le service
de Biologie de la reproduction du Professeur RqyduweCHRU Bretonneau a Tours. Tous les
recueils nécessaires aux expériences, ont éetéedaece I'obtention du consentement éclairé
de chaque patiente incluse. 17 femmes ont ététéaxuans cette étude. Elles sont suivies
dans le service et ont recours a la procréationicaléd assistée par Fécondation in vitro
(FIV). Ces femmes sont toutes en age de procréee ptésentent pas de SOPK. L’étiologie
du trouble de fertilité est soit inexpliquée, smi€canique ou en rapport avec une infertilité
masculine. La participation de chaque patienteéauétque, lors d’'un seul cycle de FIV. I

s’agit d’'une étude préliminaire comportant un faibffectif. (Article 3)

Description phénotypique des 6 patientes, chezlegérum a été prélevé afin de doser

I'adiponectinémie et de comparer sa valeur a gellsente dans le liquide folliculaire.

Patientes/ Poids Taille IMC FSH LH E2 Indication

Age (kg) enm (kg/m2) (U1 (Ut (pg/l) FIV

1/32ans 45 1,53 19 6 2,4 45 masculine

2 /43 ans 75 1,65 28 3,9 2,1 30 masculine

3/34 ans 77 1,70 27 5 3 20 tubaire

4/ 35 ans 46 1,66 17 5 3,7 17 masculine

5/35 ans 55 1,70 19 9 11 97 masculine +
tubaire

6 /35 ans 50 1,55 21 8 59 34 masculine
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Grappe ovarienne

Hiérarchie des follicules
pré-ovulatoires

Figure 37 :Chez la poule:Grappe ovarienne (follicules corticaux, petitsitalles blancs et
petits follicules jaunes) et les follicules pré-tatoires. Les follicules F5-6 sont les plus petits
(~10 mm) et F1 est le plus volumineux (~ 35 mm).

A.

Immatures
B.

PMSG 48h
C.

PMSG 48h + hCG 24h

Figure 38 : Chez la rate (21j):ovaires de rates immatures avant (A) et aprétnaint
avec PMSG pendant 48 h (B) et hCG pendant 24 h (C)
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2. La poule

La poule est un oiseau. Elle posséde un seul odiiain seul ovaire « la grappe ovarienne »
fonctionnel, le gauche*{. La grappe ovarienne est constituée par le<ctoéls a différents
stades de leur développemeRtglre 37). La folliculogenése chez la poule nécessite une
accumulation de vitellus (la vitellogenese), résemutritive indispensable au développement
embryonnaire. Le vitellus est constitué d’eau, @& 1(60% de la matiere séche) incluant des
lipides, des phospholipides et du cholestérole Iksmpose aussi de proteines, de glucose ou
encore de vitamines et minérad%’\ L’ensemble des constituants du vitellus est egpoar

le foie (récepteurs aux LDL a la surface du disgeeminal, équivalent de I'ovocyte des
mammiféres) sous l'influence des cestrogéfidy. (Les plus petits follicules sont corticaux
(croissance lente, quelques milliers) puis on teol@s petits follicules blancs (accroissement
intermédiaire, quelques centaines), les petitéctdéds jaunes (grand accroissement, nombre
de 5-6) et enfin les follicules pré-ovulatoires (@mbre de 5-6)*t%. Ces follicules pré-
ovulatoires obéissent a une hiérarchie trés précitesont classés selon leur taille : F5/ F6
sont les plus petits et F1, le plus volumineux exailen premierRigure 37) (**Y). Pendant la
période de ponte, un follicule de type F1 est oehligque jour. Comme chez les mammiféres,
le follicule est constitué de cellules de la grasal elles-mémes entourées par les cellules de
la théque (interne / externéfY. Il n'y a pas d’antrum. L’activité stéroidogéne fbllicule
d’oiseau est particuliere. Les cellules de la teegont responsables de la sécrétion de
I'cestradiol et les cellules de la granulosa desced# la progestéron&?). Le follicule de type
F5-6 est celui qui sécrete le plus d’cestradioleetype F1 le plus de progestérone. La
progestérone est un élément déterminant de I'aenlgparticularité de I'cestradiol chez les

mammiféres) 9.

Conditions expérimentales. Les poules utiliséed ses poules pondeuses de souche ISA
Brown (Institut de sélection animale, Saint BrieAgges de 50 a 60 semaines. Elles ont été
soumises au cycle lumineux 15 h de lumiere / 9dibsturité et ont été nourriesl libitum
(Article 1).
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3. La rate

pY

La rate est une espéce poly-ovulante (chaque cgbtmutit a I'ovulation de plusieurs
follicules). Le cycle cestrien dure entre 4 et Srgoet I'activité de reproduction de cet animal
est continue, non saisonniére.

Conditions expérimentales : Des rates Wistar (lafoine Janvier) immatures (21 jours) et des
rates de 8 semaines ont été soumises au cycledumit¥ h de lumiére / 10 h d’obscurité et
ont été nourriesad libitum Les rates immatures ont recu deux protocolesraiéement
différents. Le premier consiste en une injection yaie sous-cutanée de diéthylstilbestrol
(cestrogéne de synthése non stéroidien, 1 mg/jbague jour pendant trois jours consécutifs.
Ce traitement permet d’augmenter le volume ovadies rates en accélérant la prolifération
des cellules de la granulosa et a été utilisé [gomise en culture de ces cellulé¥)((Article

2). Dans le second cas, les rates ont été trgi@resne injection par voie intrapéritonéale de
PMSG (pregnant mare serum gonadotropin, 25 Ul) g@eind4 h pour induire la maturation
folliculaire (mime les effets de la FSH). Puis, adaur avons (ou non) injecté de 'hCG
(human chorionic gonadotropin, 25 Ul) pendant 24fin d’'induire I'ovulation (mime les
effets de la LH) puis la lutéinisation des folliealovariensKigure 38). Ces traitements ont
permis d’obtenir des ovaires au cours de difféernibases du cycle afin de mettre en
évidence I'expression de I'adiponectine et de éespteurs par northern blot, western blot et
immunohistochimie (Article 2). D’autres rates imuon&s ont recu de la PMSG (20 Ul, 48 h)
puis de 'hCG (5Ul, 24 h). Les ovaires de ces féesebnt été utilisés pour la collecte
d’ovocytes (Article 2).

Enfin, chez des rates de 8 semaines, un diabéte anduit. Pour cela, une injection
intrapéritonéale de citrate de sodium (1 ml, 50 neehtenant de la streptozotocine (STZ, 55
mg/kg), a été pratiquée. Le groupe de rates casndbnt recu que le citrate de sodium. Une
semaine apres l'injection de STZ, le diabéte acétdirmé par un prélévement sanguin chez

chaque animal (glycémie >3g/l). (Article 4)
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B. Prélevements et cultures cellulaires

1. Chez la poule

Les poules recoivent une dose létale de pentobhfBianofi-santé, Libourne) 10 a 12 h avant
la prochaine oviposition. Les ovaires sont placassdune solution saline stérile et froide (1%
NacCl) puis disséqués en salle de culture afin tista couche de cellules de la granulosa,
trés compacte chez cette espéce. La granulosaletdae des follicules F1 d’'une part et de
F2, F3 et F4 (permettant I'obtention d’un nombreii¢glent de cellules) d’autre part sont
séparées’(d). La théque est congelée a - 80 °C afin de prémsEs ARNm et des protéines.
Les cellules de la granulosa sont dispersées dangiletu de culture F12 (Sigma) contenant
5% de FBS et 0,3% de collagénase de type A (Roélpegs centrifugation le culot cellulaire
est lavé, mis en suspension dans un milieu dereuDMEM modifié (100 U/ml pénicilline,
100 mgl/l streptomycine, 3 mmol/l L-glutamine et ¥BS) et ensemencé dans des boites de
culture appropriées. Les cellules sont cultivéesgyta confluence a 37°C dans une

atmosphere saturée en eau avec 95% 02 / 5% CO

2. Chez la rate

Les rates sont euthanasiées aw s disséquéees dans des conditions stérilesdagioler

les oviductes et de prélever les ovaires. En sldleulture, les ovaires sont pincés, libérant
ainsi les cellules de la granulosa. Le tout estrifegé, le culot cellulaire lavé et mis en
suspension dans du milieu de culture McCoy 5A m@d{20 mmol/l Hepes, 100 U/ml
pénicilline, 100 mg/l streptomycine, 3 mmol/l L-tgamine, 0,1% BSA (bovine serum
albumin), 50 ug/l insuline, 0,1 umol/l androsteed, 5 mg/l transferrine, 20 pg/l sélénium
et 10% FBS (fetal bovine serum)). Les tissus ovari@stant apres obtention des cellules de
granulosa sont lavés trois fois avec du milieu 129 mmol/L d’Hepes, 100 U/ml de
pénicilline, 100 mg/l de streptomycine, 2 mmol/l ldglutamine, 0 ,1% BSA ) pour libérer
les dernieres cellules de la granulosa. Pour abiesi cellules de theque-interstitium les
ovaires sont broyés et incubés a 37°C pendant 60tes dans le milieu 199 contenant en
plus de la collagénase de type 1 (5,1 mg/ml) elad®@Nase (10 pg/ml)*th. Le mélange

théque-interstitium est centrifugé puis lavé dansmilieu sans collagénase. Toutes ces
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cellules (granulosa et theque-interstitium) sonseemencées dans des boites de culture
appropriées et cultivées au moins 48h jusqu’a aenfte a 37°C dans une atmosphére saturée
en eau avec 95% 02 / 5% gCElle seront ensuite cultivées avec ou sans tnaité et

pendant un temps approprié (Article 2, 4)

3. Chez la femme

Les protocoles de stimulation ovarienne utilisés ldes cycles de FIV ont déja été décrits
précédemment*{). Lors de la ponction ovarienne, les complexescytscumulus (COC)
sont isolés des liquides folliculaires. Ils contient les cellules de la granulosa des follicules
pré-ovulatoires. Les liquides issus des différemenctions sont traités ensemble. lls sont
centrifugés et la plupart des globules rouges (&&t)t séparés du culot en utilisant deux
gradients de percoll (40%, 60% dans du milieu H&ihco-BRL). Dans le but de se
débarrasser de la plupart des GR, la fraction 4@%aetcoll est traitée dans un milieu au
pouvoir hémolytiqgue (NECI 10 mmol/l dans du Tris HCI). Aprés la centriftiga, le culot
obtenu, est lavé dans un milieu Ham F12. Les eslidont comptées et leur viabilité
déterminée par le bleu de Trypan. Le milieu wilest le McCoy 5A modifié (20 mmol/l
Hepes, 100 U/ml pénicilline, 100 mg/l streptomygiemmol/l L-glutamine, 0,1% BSA
(bovine serum albumin), 0,1 pmol/l androsténedi@nmg/l transferrine, 20 pg/l sélénium) et
5 % FBS (fetal bovine serum). Les cellules de laug@sa sont ensemencées dans des boites
de culture appropriées et cultivées au moins 4&dgy'a confluence a 37°C dans une
atmospheére saturée en eau avec 95%3% CQ. Elle seront ensuite cultivées avec ou sans
traitement et pendant un temps approprié (Artigle 3

Les cellules KGN (human granulosa like tumor cditee) sont des cellules humaines de
granulosa issues d’'une tumeur ovarienne. Elle$ saitivées dans un milieu (DMEM et
Ham F12 (Invitrogen) supplémenté avec de 10% de, AB8 U/ml de pénicilline et 100
mg/ml de streptomyciné®) (Articles 2 et 3)
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C. Mise en évidence des transcrits

1. Extractions des ARNSs

1.1. Préparation des échantillons

Les ARN totaux sont extraits a partir des tissusdes cellules, cultivées (cellules de la
granulosa, de la théque interstium) ou non (cedlule la granulosa, cellules de la théque,
ovocytes, corps jaunes). Concernant les ovocysgakes ayant recu des injections de PMSG
/ hCG par voie intrapéritonéale sont sacrifiee<C&u puis disséquées. Les COC ovulés sont
prélevés au niveau de l'infundibulum (pavillon dedompe de Fallope au contact de I'ovaire)
et dénudés dans un milieu de culture M2 supplénmeréé 1% de hyaluronidase (Sigma). Les
ovocytes sont immédiatement déposés dans une wolue trizol (Invitrogen) aprés
prélevement et stockés a -80°C pour une extractitgmieure des ARN. Les extraits d’ARN
totaux des cellules de la theque humaine ont éenab dans le commerce chez Clinisciences

(Montrouge).

1.2. Protocole d’extraction

Le protocole expérimental inclut une étape d’extomcau trizol / chloroforme suivie d’'une
centrifugation (20 min, 4°C, 13000 g), une étap@deipitation a I'isopropanol suivie d’une
centrifugation (20 min, 4°C, 13000 g) et une étdpdavage a I'éthanol a 75% suivie d’'une
centrifugation (10 min, 4°C, 7500 g). Les ARN sensuite dilués (eau stérile) et quantifiés
par mesure de leur absorbance a 260 nm au speatoopdire. IIs sont destinés soit a la RT-
PCR (Reverse Transcription - Polymerase Chain Regaoit au northern-blot.

2. Caractérisation des ARNm par RT-PCR

La RT-PCR nous a permis de mettre en évidencergssgon des transcrits de I'adiponectine
et des ses récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 et dén@dutilisé comme contrble de charge)

dans les cellules et tissus d’intérét.
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Les ARN totaux (1pg) sont préalablement dénatutés gétro-transcrits dans un mélange
réactionnel de 20 pl contenant 50 mM de Tris HG §3), 75 mM de KCL, 3 mM de
MgCl,, 200 pM de chaque désoxynuléotide triphosphate ef8ham), 50 pmol
d’oligo(dT)15, 5 U d'inhibiteur de ribonucléases ¥ U de MMLV (Moloney murine
leukemia virus reverse transcriptase). La rétrodeation (RT) est réalisée a 37°C pendant
1h. Les ADNc mono-brins ainsi générés sont enaritplifiés par PCR a l'aide d’amorces
spécifiques de I'adiponectine et de ses récep(@atdeau 1, articlel ; Tableaux 1 et 2, article
2). Les réactifs de cette réaction comprennentd@jpdroduit de RT, 10 mM de Tris-HCI (pH
9), 50 mM de KCI, 1,5 mM de Mggl200 mM de chaque désoxynucléotide triphosphéte, 1
pmol de chaque amorce et 1 U de Taqg polymerase étleantillons sont soumis a 35/40
cycles de PCR (25 cycles pour l'actine) incluanurmpohacun d’entre eux une étape de
dénaturation (1 min a 95°C), une étape d’hybricat{@ min a 58-60°C) et une étape
d’élongation (1 min & 72 °C). Une élongation teratén(10 min & 72°C) est réalisée a l'issue
des cycles. Les produits de PCR sont visualisés ywnnement UV aprés migration sur gel
d’agarose a 1,5%, coloré au bromure d’éthidium. ABSNc amplifiés sont alors extraits du
gel (kit QIAEX IlI, QIAGEN), séquencés et comparéans les banques de données
disponibles pour chaque espéce. (Articles 1, 3 et 3

3. Etude des ARNm par RT-PCR quantitative en terépk

Cette technique a été utilisée dans larticle lezcla poule, en collaboration avec le
laboratoire du Dr. S. Tessseraud (Unité de Recksrélvicoles, INRA). Trés succinctement,
les ARN totaux (2ug) sont rétro-transcrits dansnélange réactionnel de 20 ul contenant la
transcriptase inverse, H-MMLV et des oligonucléesidiéfinis de facon aléatoire (Promega,
Charbonnieres). Les ADNc d’adiponectine, d’Adipo®X’ AdipoR2 sont amplifiés par PCR
en temps réel (APPLied Biosystems, Courtaboeuf)uisant des amorces spécifiques

(Tableau 2, article 1). L'ARN ribosomal 18S estiséi comme gene de référence.

4. Etude de I'expression des ARNm par northern-blot

L’expression des ARNm par northern-blot concernequement I'’AdipoR1 et I'AdipoR2.

Les ARN totaux (20 pg) issus de cellules de la g@sa sont séparés par électrophorése
dénaturante au formaldéhyde (migration a 40V &) mtitransférés 24h sur une membrane de
nylon par capillarité. Les ARN sont alors immol@#kspar exposition aux UV. Les membranes

sont ensuite incubées 2 h a 42°C dans un tampa@rédrybridation [50% formamide, 5X
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Denhardt, 1% SDS (sodium dodécyl sulfate), 5X S8@n@ard saline citrate) et 100 pg/ml de
sperme de saumon dénaturé]. Les membranes sosthgloridées la nuit & 42°C avec 210

cpm/ml de sonde ADN marquée au32P] dCTP dans un tampon d’hybridation (50% de
formamide, 2,5X Denhardt, 1% SDS, 5X SSC, 1% Dextea 100 pg/ml de sperme de

saumon dénature). Les sondes, obtenues par PGRRjrades amorces spécifiques (article 2),
ont été marquées avec le kit Rediprime labeling éfginam). Apres des lavages hautement
stringeants, la radioactivité des membranes esicté par un scanner de type STORM et
qguantifiée a l'aide du logiciel ImageQuant. La qtiténdes différents transcrits analysés est

rapportée a celle du 18S, révélée par une sonde @ibion). (Article 2)
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D. Mise en évidence des proteines

1. Localisation tissulaire par immuno-histochimie

Apres dissection, les ovaires sont fixés dans ohdisn de para-formaldéhyde a 4% (ovaires
de rate), déshydratés dans des bains d’alcooliptliss dans un bloc de paraffine. Des séries
de coupes de 7 um d’épaisseur sont alors réaleéesicrotome. Les coupes sont ensuite
déparaffinées, hydratées et chauffées avec unetisoludémasquant les antigénes
(Laboratoires Vector). Apres lavage (PBS), les esugont immergées avec un inhibiteur de
I'activité peroxydase endogéne (Dako Cytomation$ pelavées. Le bruit de fond est éliminé
par incubation avec une solution de blocage (PBSs&¥m d’agneau). Les coupes sont
incubées la nuit (4°C en chambre humide) avec d& EBntenant I'anticorps |: anti-
adiponectine, 1: 100, ACRP 30 N-20, Santa Cruntdg8hnology) ou anti-AdipoR1 ou
antiAdipoR2 (1 : 100, Phoenix Pharmaceuticals)ldrelemain, les coupes sont lavées puis
incubées a température ambiante avec un anticorstitlapin (Dako Cytomation). Aprés
lavages, le marquage est révélé avec une solutenDAB (3,3-diaminobenzidine
tetrahydrochloryde, DakoCytomation). Les coupes t s@montre-marquées avec de
I’'hématoxyline (Sigma) avant montage avec du Dgsegma). Les contrdles négatifs ont été
incubés avec des IgG de lapin a la place de l'arggcl. Les contrdles positifs correspondent
a la forte expression d’adiponectine dans le slpeux et a celle d’AdipoR1 dans le muscle.
L’observation des lames est effectuée sous micpgsadransmission Axioplan Zeiss.

2. Etude de I'expression des protéines par westien-

2.1. Extraction des protéines

Les tissus ou cellules sont lysés a froid dansaompbn contenant 10 mM Tris (pH 7,4), 150
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0,5% Igepal ainsigjdes inhibiteurs de protéases (2
mM PMSF, 10 mg/ml leupeptine et 10 mg/ml aprotifieedes inhibiteurs de phosphatases
(100 mM sodium fluoride, 10 mM sodium pyrophosphete2 mM sodium orthovanadate,
Sigma). Les lysats sont centrifugés (20 min, 4°80)0Dg) et leur concentration en protéines
est évaluée par dosage colorimétrique (kit BC as&iptima Interchim). Les extraits
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protéigues totaux de cellules de théque humaineétintobtenus dans le commerce chez
Clinisciences, (Montrouge, France).

2.2. Technique du western-blot

Les extraits protéiques (30 a 50 pg pour chaquargition) sont repris dans du tampon
Laemmli 5X avec d3-mercaptoéthanol, chauffés a 95°C, puis soumiseaélectrophorese
sur gel de SDS-polyacrylamide a 10% en conditiofisaturantes. Les protéines sont alors
transférées sur membrane de nitrocellulose (S¢tdeiand Schuell) pendant 1h30 a 80V. Les
membranes sont ensuite incubées dans une solidB8-Tween (Tris-buffered saline : 2
mM Tris-HCI pH 8, 15 mM NaCl pH 7,6, 0,1% Tween 2fontenant 5% de lait (saturation
des sites non spécifiques) puis incubées la nult°@ avec du TBS-Tween contenant
I'anticorps primaire approprié (dilution au 1/1000¢ lendemain, les membranes sont lavées
puis incubées 2h a température ambiante dans uogiosode TBS-Twenn contenant
I'anticorps Il couplé a la peroxydase (Diagnostisteur, dilution au 1/10000). Aprés lavages,
le signal est détecté selon le principe de cheniilastence (Amersham Pharmacia Biotech),
visualisé sur un film autoradiographique et quantdvec le logiciel MacBas V2.52 (Fuji
PhotoFilm, USA, Inc).
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E. Mesure des hormones dans le milieu de culture
cellulaire et dans le sérum

1. Dosage radio-immunologique (RIA) de la concdrmdrna de la
progestérone et de I'oestradiolfiL7

Dans le milieu de culture des cellules de la grasayl la concentration de la progestérone et
de l'cestradiol-1[8 est évaluée dans le milieu de culture des celldeda granulosa par
dosage radio-immunologique comme décrit précédernifieh. Les milieux prélevés sont
incubés la nuit a froid avec un anticorps polyclar#i-progestérone (ou anti-oestradiol7

et de la progestérone tritiée (ou de I'cestradifd-titi€). Le volume final (500 ul) est ajusté
avec du tampon phosphate. La progestérone (oudidisit173) liée a I'anticorps est séparée
de la fraction libre apres incubation dans unetgmiude dextran / charbon et centrifugé (10
min, 4°C, 3200 tours/min). Le surnageant contedanprogestérone (ou I'cestradiolfl)7
complexée a I'anticorps est récupére et incubé amecémulsion scintillante (Perkin Elmer)
permettant le comptage de la radioactivié dans (ipkotomultiplier ». La limite de
détection de la progestérone est de 12 pg/tubep@Biluits) et les coefficients de variation
intra- et inter-dosage sont inférieurs a 10% et 1li@$pectivement. La limite de détection
pour I'cestradiol est de 1,5 pg/tube (7,5 pg/puitee coefficients de variation intra- et inter-
dosage sont de 7% et 9%, respectivement. Les aésslint exprimés en quantité d’hormone
secrétée pour 100 pg de protéines.

Dans le sérum : Apres I'extraction de stéroidegplacentration de progestérone est mesurée
par un dosage RIA, comme décrit précédemm®At (a concentration de I'oestradiol est
quantifiee par un kit RIA (DIASORIN, Antony, Frarce

2. Dosage du glucose, de l'adiponectine, de |atigsi et de I'insuline
dans le sérum

La glycémie est mesurée dans le sérum des ratesnpaméthode enzymatique utilisant la

glucose oxydase (Glucose Beckman Analyser 2, Begkialo Alto, CA). Le dosage de la
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concentration sérique de I'adiponectine (femmat)ret dans le liquide folliculaire (femme)
est réalisé, par un kit ELISA adiponectine soit Aimsoit rat (Phoenix Pharmaceuticals, Inc,
Belmont, CA, USA). Les mesures de la résistinénmielee I'insulinémie sont pratiquées a
l'aide d’'un kit ELISA soit résistine (BioVendor laatory Medicine, Inc, Heidelberg,
Germany) soit insuline (Mercodia AB, Uppsala, Swede
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F. Etude de la prolifération

1. Incorporation de thymidine tritiée

Lorsque les cellules sont confluentes (environ 2ddllules viables / 500 pl), elles sont
sevrées pendant 24 h puis incubées en présencdiftieents traitements dilués dans du
milieu de culture contenant 1 pCi/ul de 3H-thyma{mersham Life Science) pendant 24h.
Le milieu de culture est ensuite 6té, les cellglest rincées deux fois au PBS 1X, fixées sur
glace dans une solution de 50% d’acide trichlortiqué puis lysées dans 0,5 N NaOH. La
radioactivité est déterminée par comptage a I'didae émulsion scintillante (Perkin Elmer),

dans un g-photomultiplier ».

2. Viabilité cellulaire : coloration au bleu depgn

Les cellules sont décollées de leur support avec satution de trypsine-EDTA (Sigma),
centrifugées, colorées au bleu de trypan et déneeshbdans une cellule de comptage (grille

de Thomas) sous microscope.
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G. Analyses statistiques

Les données sont exprimées en moyetn&EM et résultent d’au moins trois séries
d’expériences indépendantes. Elles ont été teptaanalyse de variance (ANOVA). Lorsque
les données sont significativement différentesmegennes ont été comparées avec le test de

Newman avec P<0,05 considéré comme significatif.
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Résultats
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Des études récentes ont suggéré un réle de I'Adigps la reproduction. Afin de rechercher
ce rble potentiel, nous avons caractérisé le systAdipo dans I'ovaire de trois espéces
différentes (la poule, la rate et la femme). L’inoption de I'’Adipo dans la stéroidogenése a

éte explorée chez ces trois especes.

La poule a été choisie car il est facile d’accédeson ovaire et d’obtenir des follicules
préovulatoires a différents stades de maturatianséparation des cellules de la theque et de
la granulosa est également aisée. Enfin, cet arpnéskente une glycémie physiologiquement
élevée (2g/l). Comme déja dit précédemment, cettmbne est impliquée dans la sensibilité
a l'insuline. Chez cette espece, il est donc isgant d’étudier I'Adipo. Le choix de la rate a
été influencé car nous disposions d’'un certain mentoutils de recherche (des amorces
nucléotidiques spécifiques, des anticorps...) apples a nos travaux chez ce rongeur. Enfin,
caractériser le systeme chez la femme devrait gerge mieux comprendre la physiologie
et la pathologie ovarienne (SOPK). Les résultatsriagent aboutir a de nouvelles cibles

thérapeutiques.

Caractérisation du systeme Adipo, in vidans |'ovaire:

- Chez la poule: Etude de l'expression de I'Adipo et de ses rémast (AdipoR1 et
AdipoR2), dans les cellules de la granulosa eadbdqueArticle 1).

- Chez la rate: Etude de I'expression de I'Adipo et de ses rémas (AdipoR1 et AdipoR2),
dans les cellules de la granulosa et de la thegeestitium, du corps jaune et de I'ovocyte
(Article 2).

- Chez la femme :Etude de I'expression de I'Adipo et de ses réceptdAdipoR1 et

AdipoR2), dans les cellules de la granulosa eadbéqueArticle 3)

Etude de la régulation du systeme Adipo, in viwocaurs du développement folliculaire :

- Régulation de I'expression de I'Adipo et de sé&septeurs (AdipoR1 et AdipoR2), dans les
cellules de la granulosa et de la theque, destitdls F4 a Fighez la poule(Article 1)
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- Régulation de I'expression de I'Adipo et de s&septeurs (AdipoR1 et AdipoR2), dans les
cellules de la granulosa, suite a I'action des dotraphines (PMSG et hC&hez la rate
(Article 2).

Etude du rdle de I'Adipo dans la régulation det&xaidogenése des cellules de la granulosa,

in vitro :

- Régulation de la stéroidogenése des cellulesadgranulosa en réponse a I'Adipo
recombinante humaine (suite a un traitement par B8H.H ou IGF-1)chez la poule
(Article 1).

- Régulation de la stéroidogenése des cellulesadgranulosa en réponse a I'Adipo

recombinante humaine (suite a un traitement par &K F-1)chez la rate (Article 2)

- Reégulation de la stéroidogenese des cellules dgrdaulosa en réponse a I'Adipo

recombinante humaine (suite a un traitement par 88HK5F-1)chez la femme (Article 3)

Le systeme Adipo dans un modele pathologique :

- In vivo, analyse de I'expression des récepteersAtlipo dans les cellules de la granulosa

de rates, porteuses d’un diabéte induit par lestrent par streptozotocinAricle 4).

- In vitro, analyse de I'expression des récepteler$ Adipo dans les cellules de la granulosa

de rate aprés un traitement par des fortes coratemts de glucoséfticle 4).

- Régulation de la stéroidogenese des cellulesadgdnulosa de rate en réponse a de des

fortes doses de glucose (suite a un traitemerfEparou IGF-1) Article 4).

Les articles sont résumés et les figures de chadiote sont référencées en annexe.
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A. Expression de l'adiponectine et des réceptearsd
I'ovaire de poule : réle potentiel dans la stergigloese

Chez les mammiféres, I'adiponectine est une hornpooduite en grande quantité par le tissu
adipeux. Elle joue un r6le important dans le méiabw en sensibilisant les tissus a
I'insuline. Chez la poule, les ARN messagers ddifanectine et de ses récepteurs (AdipoR1
et AdipoR2) sont exprimés dans de nombreux tigsaempris dans I'ovaireFgure 1.A). A

ce jour, 'expression du systeme adiponectine etréte dans les cellules ovariennes de poule
n'ont jamais été explorés. Les follicules pré-otnilees de poule répondent a une hiérarchie
tres précise. lls sont classés par la taille : H56/sont les plus petits; F1 est le plus
volumineux et ovulera en premier. Pendant la péride ponte, un follicule de type F1 est
ovulé chaque jour. Tout d’abord, nous avons mogtré le niveau d’expression de I'ARN
messager de l'adiponectine est de 10 a 30 fois @l (p <0,01) dans les cellules de la
theque que dans celles de la granulosa, des felided a F1Kigure 1.B). En revanche, le
niveau d’expression de 'ARN messager de I'Adipo&st deux fois plus faible dans les
cellules de la theque que dans celles de la graaiffw<0,05)Kigure 1.C). De plus, celui de
I'AdipoR2 est identique dans les deux types celleta Tandis que I'expression de I'ARN
messager de I'adiponectine augmente paralleleméamtdéférenciation folliculaire dans les
cellules de la théque, elle diminue dans les a=ldle la granulosa. Au contraire, au cours du
développement folliculaire I'expression de I'ARN ssager de I'AdipoR1 et celle de
I’AdipoR2 restent stables dans les cellules derémglosa comme dans celles de la théque
(Figure 1.D). Secondairement, nous avons voulu déterminer Kpaiponectine était
impliquée dans la stéroidogenése ovarienne. Noogsamesuré la synthése de progestérone
induite par la LH (100 ng/ml), la FSH (100 ng/mi)par I'GF-1 (100 ng/ml). Cette mesure a
éte réalisée en lI'absence ou en présence d’adifpp@eecombinante humaine (10 pg/ml)
pendant 36 heures, dans les cellules de la gramelosculture. Ces cellules sont issues des
follicules F1, F2 et d'un mélange de follicules €34. En I'absence de LH, FSH et d'IGF-1,
le traitement par adiponectine n’a pas d’effetlayproduction de progestérone quelque soit le
stade de développement folliculairBigure 2). Cependant, la sécrétion de progestérone
induite par I'lGF-1 est augmentée de deux fois Esgnce d’adiponectine dans les follicules
F2, F3/4 Figure 2. A et B. En revanche, elle est diminuée de moitié en mépoaux
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gonadotrophines (LH et FSH) dans les folliculesdF®igure 2. C). Ainsi, chez la poule,
I'adiponectine exprimée majoritairement dans lagtteg pourrait exercer un effet paracrine

et / ou autocrine sur la stéroidogenése ovarienne.
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Expression of adiponectin and its receptors (AdipoR and AdipoR2) in chicken ovary :

Potential role in ovarian steroidogenesis

Christine Chabrolle, Lucie Tosca, Sabine Crochephte Tesseraud, Joelle Dupont.

Domestical Animal Endocrinology, 2007
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in chicken ovary: Potential role in ovarian steroidbgenesis

Christine Chabrolfe Lucie Tosca Sabine Croché&tSophie Tesseratd
and Joélle Dupoht

1: Unité de Physiologie de la Reproduction et desn@ortements, Institut National de la
Recherche Agronomique, 37380 Nouzilly, France.

2: Station de Recherches Avicoles, Institut Natiateala Recherche Agronomique, 37380
Nouzilly, France.

Subtitle: Characterization of the adiponectin system irckdmn ovary

Key Words: Granulosa cells, AMPK, Follicle, Hen, Progest&ron

125



*. To whom correspondence should be addressed:

Joélle Dupont, PhD.

Unité de Physiologie de la Reproduction et des Guotements
Institut National de la Recherche Agronomique

Nouzilly, 37 380, France

Phone: 33247 42 77 89

Fax: 33247 42 77 43

Email: jdupont@tours.inra.fr

126



Abstract

Adiponectin and its receptors (AdipoR1 and AdippR2ZRNAs are expressed in
various chicken tissues including ovary. Howevée tellular expression and the role of
adiponectin system have never been investigatetiigken ovary. Here, we have shown that
the level of adiponectin mMRNA is about 10- to 3@fbigher (p<0.001) in theca cells than in
granulosa cells from each hierarchical yellow tdistudied (F4 to F1). In contrast, the level
of AdipoR1 mRNA expression was about two-fold lowetheca cells than in granulosa cells
(p<0.05) whereas those of AdipoR2 was similar ithbmvarian cells. Whereas expression of
adiponectin mRNA increased with follicular diffetertion in theca cells, it decreased in
granulosa cells. In contrast, mMRNA expression oipAR1 and AdipoR2 in both theca and
granulosa cells remained stable during yellow d¢tdlidevelopment. To determine whether
adiponectin is involved in the ovarian steroidoggsielLH (100 ng/ml)-, FSH (100 ng/ml)-
and IGF-1 (100 ng/ml)-induced progesterone productwas measured in absence or
presence of human recombinant adiponectinugl@l) for 36h in cultured granulosa cells
from F1, F2 and mixed F3 and F4 follicles. In alegenf LH, FSH and IGF-1, adiponectin
treatment had no effects on progesterone productiostever vitollegenic follicle studied.
However, it increased by about two-fold IGF-1-inddgrogesterone secretion in F2 and F3/4
follicles whereas it halved progesterone produciiomesponse to gonadotropins (LH and
FSH) in F3/4 follicles. Thus, in chicken, adiponecmainly expressed in theca cells, could
exert paracrine or autocrine effect on the ovasianoidogenesis.
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1. Introduction

Adiponectin is an adipokine abundantly expresseddipose tissues in mammals [1].
It plays a dominant role in lipid and carbohydratetabolism. Indeed, adiponectin stimulates
fatty acid oxidation, decreases plasma triglycesjdend improves glucose metabolism by
increasing insulin sensitivity [2]. Adiponectin &so involved in the regulation of energy
balance and body weight [3, 4] and has direct Hmrasclerotic effects [1]. The synthesis
and secretion of Adiponectin is regulated by sdviaetors including IGF-1 and insulin [5],
thiazolidinediones [6], and testosterone [7, 8].oTspecific adiponectin receptors, AdipoR1
and AdipoR2, have been cloned in mammals [9]. They @ontseven transmembrane
domains. However, they are structurally and fumally distinct from G-protein-coupled
receptors [1]. In human and rodents, AdipoR1 isndlantly expressed in skeletal muscle,
whereas AdipoR2 is predominantly expressed in ithex [1]. The expressions of AdipoR1
and/or AdipoR2 are regulated under physiological aathophysiological states including
fasting/refeeding, obesity and insulin resistarid®.[ The signaling pathways of adiponectin
receptors are not completely defined but seemvolwe AMP-activated kinase (AMPK) and
downstream acetyl-CoA carboxylase (ACC) [2] and RBAPeroxyxome Proliferator
Activated Receptor alpha) [11] in skeletal mustiler and adipocytes. Although adiponectin
is a key regulator in metabolism, its role in refrction is not clearly established in mammals
as in other species.

In chickens, adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2 geim&ge been recently cloned and
sequenced [12, 13]. The deduced amino acid sequend@cken adiponectin cDNA is 50-
60% identical to mammalian adiponectin [12]. Chitlkaediponectin mRNA is expressed in
various tissues including ovary [12]. Furthermaits, expression in some tissues such as
adipose tissue, liver and pituitary is reduced &ydf deprivation for 48h [12].The deduced
amino acid sequence of chicken AdipoR1 and AdipaRabout 91 and 82 % similar to
mammalian AdipoR1 and AdipoR2, respectively [13heTAMPK system, a signaling
pathway activated by adiponectin in mammals has been identified in chicken tissues
including ovary [14, 15]. Furthermore, we have shawat AMPK modulates FSH-induced
progesterone secretion in granulosa cells from peovulatory follicles [15]. Here, we
investigated the cellular expression (granulosa theda cells) in the preovulatory follicles
and a potential role of the adiponectin systemviarian steroidogenesis in chicken.

128



2. Materials and methods

2.1 Hormones and reagents

Human recombinant IGF-1 was obtained from Sigmals(é’ d’Abeau Chesnes,
France). Purified ovine LH (lot 26) and ovine FSBi-@ot no.AFP-7028D) were obtained
from Dr. A.F. Parlow and the National Hormone aritiiBary Program. Human recombinant
full length adiponectin was obtained from R&D sysge(Lille, France). Rabbit polyclonal
antibodies to AMPK1/2 (a-pan AMPK antibody recognizes AMP&1 anda2 at 62 kDa),
and phospho-ACC Ser 79 were obtained from Upstateé&hnology Inc (Lake, Placid, NY).
Rabbit polyclonal antibodies to phospho-AM&Khrl72 and ACC were purchased from
New England Biolabs Inc (Beverly, MA).

2.2 Animals, granulosa cell isolation and culture

70-80 week-old laying breed hens (ISA Brown, eggetatype, Institut de Selection
Animale, Saint Brieuc, France) were housed indigluin laying batteries with free access
to feed and water and were exposed to a 15L:9Dopleobd, with lights-on at midnight.
Individual lay patterns were monitored daily. Theei@age clutch size was about 12 eggs.
Hens were sacrificed by an overdose of pentobarii@anofi-santé, Libourne, France)
between 10 to 12h before next oviposition and thary was immediately removed and
placed in ice-cold sterile 1% NaCl saline soluionimmediate use. All procedures described
herein were approved by the Agricultural Agency #nel Scientific Research Agency and
conducted in accordance with the guidelines foreCamd Use of Agricultural Animals in
Agricultural Research and Teaching. Granulosa &edat cells from the first (F1), second
(F2), third (F3), and fourth (F4) largest ovariagllgw follicles were dissected as previously
described [16]. Tissues were immediately snap framdiquid nitrogen and stored at -80°C

until used for RNA extraction.

For culture, granulosa cells were dispersed in 0.3%ollagenase type A (Roche
Diagnostic, Meylan, France) in F12 medium containig 5% FBS. Cells were recovered
by centrifugation, washed with fresh medium, and conted in a hemocytometer. The
viability of F1 to F4 granulosa cells estimated byrypan blue exclusion was about 95%.
The culture medium was DMEM supplemented with 100 Unl penicillin, 200 mg/liter
streptomycin, 3 mmol/liter L-glutamine and 5% FBS.The cells were initially cultured

for 24h with no treatment and incubated in fresh clture medium with or without test

129



reagents for the appropriate time. All cultures wee maintained under a water-saturated
atmosphere of 95% air/5% CQ at 37°C.

2.3 RNA isolation and RT-PCR

Total RNA was extracted from whole ovary, granulesel theca cells using Trizol
reagent according to the manufacturer’s proceduokét{ogen, Cergy Pontoise, France). RNA
were treated with DNase using Ambion’s DNA-free (Kitinisciences, Montrouge, France) to
remove any possible DNA contamination. Samples wé&veed at -80°C until use. Reverse
transcription (RT) polymerase chain reaction (P@R}$ performed to test the expression of
adiponectin, adipoR1 and adipoR2 as previouslyrde=sit [17]. Specific sets of primer pairs
used are shown in Table 1. These primers have dgirdeeen used [12, 13]. PCR
amplifications without RNA or without reverse tranptase were performed in parallel as
negative controls (data not shown). All the PCRdpats were sequenced.

2.4 Real-time RT-PCR

Real-time RT-PCR was performed as previously diesdr{18]. Briefly, 2ug of total RNA
were reverse-transcribed (RT) in a final volume26ful using RNase H- MMLV reverse
transcriptase (Superscript Il, Invitrogen, Cergyn®e, France) and random hexamer
primers (Promega, Charbonnieres, France). cDNA tivas diluted to 1:8. A 2@l master
mix containing 12.51 SYBR Green PCR Master Mix, dl forward primer (300 nM), 1l
reverse primer (300 nM) and 58 water was then prepared to perform real-time PCR
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Speatts of primer pairs already used by
Ramachandran et al [12, 13] are shown in Tablei& icroliters of cDNA dilution was
added to the PCR Master Mix to a final volume ofi@25The following PCR protocol was
used on the ABI Prism 7000 apparatus (Applied Bitays, Courtaboeuf, France): initial
denaturation (10 min at 95°C), followed by a twepsamplification program (15 sec at 95°C,
followed by 1 min at 60°C) repeated 40 times. A¢ #nd of the PCR, dissociation was
performed by slowly heating the samples from 6@%6C and continuous recording of the
decrease in SYBR Green fluorescence resulting ftioen dissociation of double-stranded
DNA. The threshold cycle (Ct), defined as the cyatewhich an increase in fluorescence
above a defined baseline can be first detected detesmined for each sample. Adiponectin,
AdipoR1 and AdipoR2 mRNA levels were estimated loa basis of PCR efficiency and Ct
deviation of an unknown sample versus a contrab@itog to the equation proposed by Pfaffl

(2001) [19]: Earger 2CT 1108t (controbsample) o antification was performed using ABI integrated
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software as previsouly described [18]. 18S riboddRINA was chosen as the reference gene.
The level of 18S RNA was determined using the Rreetbped TagMan Ribosomal RNA
control kit (Applied Biosystems, Courtaboeuf, Franaccording to the manufacturer’s
recommendations. The results were expressed asadipnectin, adipoR1 or adipoR2
MRNA/18S RNA ratio. Each PCR run included a no tixtepcontrol and replicates of control
and unknown samples. Runs were performed in tafgs
2.5 Western-blot

Lysates of granulosa cells were prepared as prelyiodescribed [15, 17]. Cell
extracts were then submitted to electrophoresi&G8n (w:v) SDS-polyacrylamide gel under
reducing conditions and electrotransferred as ptsly described [17]. The membranes were
then incubated overnight at 4°C with appropriatébadies (final dilution 1:1,000), in Tris-
buffered saline (TBS, 2 mM Tris-HCI, pH 8, 15 mM®GlapH 7.6) containing 0.1% Tween-
20 and 5% NFDMP (non fat dry milk powder). After stiéng in TBS-Tween-20 0.1%,
nitrocellulose membranes were incubated for 2hoair temperature with a horseradish
peroxidase-conjugated anti-rabbit (final dilutioril@,000; Diagnostic Pasteur, Marnes-la-
Coquette, France) in TBS-0.1% Tween-20 NFDMP 5%eAfvashing in TBS-Tween-20
0.1%, the signal was detected by ECL (enhanced itlm@mescence, Amersham Pharmacia
Biotech, Orsay, France). The films were analyzed signals quantified with the software
MacBas V2.52 (Fuji PhotoFilm, USA, Inc.).
2.6 Progesterone Radioimmunoassay

The concentration of progesterone (P4) in the caltnediunof granulosa cells was
measured after 36h of culture by a radioimmunoapsatpcol as previously described [15].
The limit of detection of P4 was 12 pg/tube (60wmgjl) andthe intra- and inter-assay
coefficients of variation were leisan 10% and 11%, respectively. Results were egpdeas
theamount of steroids secreted for 36h @0 ug of protein.
2.7 Thymidine incorporation into granulosa cells

Granulosa cells were seeded in 24-well dishes @xibble cells/50Qul). After 24h,
cells were serum starved for overnight, aftd]thymidine (1.5uCi/ml, Perkin Elmer, Boston,
USA) was added in the absence or presence of asiion(1qug/ml), IGF-1 (100 ng/ml),
FSH (100 ng/ml) and LH (100 ng/ml). After 24h, essef PH]thymidine was removed by
washing twice with phosphate-buffered saline (PBSg cells were fixed with ice cold
trichloroacetic acid (50%) and lysed by NaOH (0.h Whe radioactivity in the cells was

determined after resuspension by scintillation ¢ognin a3-photomultiplier.
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2.8 Statistical analysis

All experimental data are presented as mea8&M. One-way analysis of variance

(ANOVA) was used to test differences. Differentdes indicate significant differences.

3.Results

3.1 Adiponectin and adiponectin receptors (AdipoRfhd AdipoR2) mRNA expression in
granulosa and theca cells

As shown in figure 1A, adiponectin, AdipoR1 and palR2 mRNAs were expressed
in whole hen ovary (Ov) and more precisely in thaod granulosa cells in each hierarchical
yellow follicle studied (F4 to F1).

3.2 Relative quantity of adiponectin, AdipoR1 andiipoR2 mMRNA in theca and granulosa
cells from F4 to F1 preovulatory follicles.

The evolution of expression of adiponectin, AdipoBid AdipoR2 mRNAs was
investigated during follicle development in botre¢h and granulosa cells from F4 to F1
vitellogenic follicles using real-time RT-PCR. Adiasvn in figure 1B, expression of
adiponectin mRNA was almost two-fold lower (p<0.08)F4 theca cells than in F1 theca
cells. Opposite results were observed in granutedls. Interestingly, adiponectin mRNA
expression was ten- to thirty-fold higher in theedls than granulosa cells (p<0.001, figure
1B). Expression of both AdipoR1 and AdipoR2 in themd granulosa cells remained stable
during vitellogenic follicle development (figure 1&nhd 1D). However, we observed that
expression of AdipoR1 mRNA was about two-fold higf@<0.05) in granulosa cells than in
theca cells whereas those of AdipoR2 mRNA was aimiil both ovarian cells (figure 1C and
3D).

3.3 Effects of the human recombinant adiponectin dhe progesterone secretion in hen
granulosa cells from F3/4, F2 and F1 preovulatorglficles

To determine whether adiponectin could be involiredhe steroidogenesis process,
we next examined the effect of human recombinaigosectin (10ug/ml) on progesterone
production (figure 2) in F3/4 (A), F2 (B) and F1)(@ranulosa cells. As expected [20], in the
absence of FSH (100 ng/ml), LH (100 ng/ml) or IGFtD0 ng/ml) progesterone production
was lower in F3/4 (7.6 £ 0.9 ng/ml/10@ protein) than in F2 (16.9 + 3 ng/ml/3@§ protein)
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or F1 (40 = 3 ng/ml/1Q@y protein) granulosa cells. However, FSH-inducedgpsterone
secretion was higher in F3/4 than in F1 or F2 dsaucells (figure 2A, B and C). Indeed,
FSH increased by about 5-fold (p<0.001) progestes®mtretion in F3/4 whereas it increased
it by only 2-fold (p<0.05) and 1.5-fold (p<0.05) 2 and F1 granulosa cells, respectively. In
contrast, F3/4 granulosa cells were less sengiiveH than F2 or F1 granulosa cells. Indeed,
LH had no significant effect in F3/4 granulosa sellhereas it increased by about 3 to 2.5-
fold progesterone production in F1 or F2 granuloslis (p<0.05, figure 2A, B and C). In
presence of IGF-1, progesterone production wasasad by about 3-fold in F3/4 granulosa
cells (p<0.001) and 1.5-fold in F2 and F1 granuloslés (p<0.05).

In the absence of FSH, LH or IGF-1, a 36h adipandotatment (1Qug/ml) did not
affect progesterone production in F3/4, F2 or Fangtosa cells (figure 2A, B and C).
However, adiponectin treatment seemed to modifg@sterone secretion in response to the
gonadotropins (FSH or LH) in F3/4 granulosa cefid 65F-1 in F2 and F3/4 granulosa cells.
Indeed, in the presence of LH or FSH, adiponecgatinent reduced progesterone secretion
by about 2-fold in F3/4 granulosa cells (p<0.00&) bot in F1 or F2 granulosa cells (figure
2A, B and C). In contrast, adiponectin treatmentreased by 2-fold IGF-1-induced
progesterone production in both F2 and F3/4 graaulells (p<0.001) whereas it had no
effect in response to IGF-1 in F1 granulosa cells.

We also investigated whether the dose of adipomexsted affected the number or/and
the viability of F3/4, F2 and F1 granulosa cellscirture. [3H] thymidine incorporation by
granulosa cells treated with 1@/ml adiponectin was tested after 24h in cultur@resence
or in the absence of FSH (100 ng/ml), IGF-1 (100myg and LH (100 ng/ml). Adiponectin
treatment had no effect on cell proliferation eitlmethe absence or the presence of FSH, LH
or IGF-1 in F3/4, F2 and F1 granulosa cells (datashown). As revealed by the trypan blue
staining assay, we did not detect any differencehénviability of cells between controls and

cells treated with 1AM adiponectin for 36h (data not shown).

3.4 Effects of the human recombinant adiponectin &MPK and ACC phosphorylation in
granulosa cells from F3/4, F2 and F1 hen preovutay follicles

We next determined whether chicken AMPK could bdivated by human
recombinant adiponectin (3®/ml) in F3/4, F2 and F1 granulosa cells. As shawfigure 3,
treatment of granulosa cells from preovulatory iétél F1 elicited a phosphorylation of

AMPKa on Thrl72 in a time-dependent manner. Furthermame, have observed that
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adiponectin also increased phosphorylation of AGG&79 in a dose-dependent manner,
paralleling the stimulation of Thrl72 phosphoryatiof AMPK (figure 3). Similar results

were observed in granulosa cells from F2 and FBdvulatory follicles (data not shown).

Discussion

We have demonstrated for the first time that adgotin, AdipoR1 and AdipoR2
MRNAs were expressed in chicken granulosa and tteltsa Adiponectin mMRNA expression
was 10 to 30-fold higher in theca cells than inngitasa cells whereas AdipoR1 mRNA was
two-fold more expressed in granulosa cells thariheca cells. In mammals, adiponectin
MRNA was undetectable and AdipoR1 and AdipoR2 mRM&se weakly expressed in pig
ovary [21]. In contrast, adiponectin, AdipoR1 andigoR2 were abundant in pig visceral and
subcutaneous fat tissues [21]. To date, this Iatiedty is the only report on the expression of
the adiponectin system (adiponectin, AdipoR1 angp&d2) in ovarian tissues in mammals.
However, this system has been described in othenmadian reproductive tissues. For
example, adiponectin and its receptors have bemiized to the placenta of humans and rats
[22] and the uterus of pigs [21]. In rat, placergapression of adiponectin mRNA increased
during pregnancy and decreased in response to festtiction whereas the AdipoR2
expression decreased during pregnancy but remaineldanged during undernutrition [22].
Moreover, AMPK, one known pathway through whichpadiectin functions in peripheral
tissues, has been described in rodent ovary ane precisely in granulosa and theca cells
and oocyte [17, 23]. AMPK activation reduced prdagese secretion in rat granulosa cells
[17] and stimulated in vitro meiotic resumption mouse oocyte [23]. Thus, these data
suggest a role of adiponectin in reproduction ofrmmals.

In chicken, we do not know yet if the thecal adipctm mRNA is translated and the
adiponectin protein is secreted. However, we cgmothesize that adiponectin produced in
thecal cells exerts autocrine and/or paracrinectffen the ovarian functions. For example, it
could contribute to regulate the production of agens and steroids in theca and granulosa
cells, respectively. Indeed, we have shown thatdrumecombinant adiponectin (1@/ml)
increased IGF-1-induced progesterone secretior iarfel F3/4 granulosa cells and decreased
LH- or FSH-induced progesterone production in Fgi@nulosa cells. We don’t know yet the
plasma levels of chicken adiponectin but if we reéerodent or human adiponectin plasma
levels, the dose of human recombinant adiponectid (g/ml) that we used here is

physiological. The molecular mechanisms involvedthie effects of adiponectin on the
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chicken granulosa cells are under investigationvéie@r, in mammals, adiponectin is known
to increase insulin sensitivity in peripheral tiesuand consequently the increase of the
progesterone secretion in the presence of IGF-limmdsponse to adiponectin in chicken
granulosa cells is not surprising. In mammals, th&ilin-sensitizing action of adiponectin
occurs through activation of AMPK [2]. AMPK activan is able to enhance insulin signaling
in a PI3K/Akt pathway —dependent or —independemmaa [24]. In our study, we reported
for the first time an activation of AMPK in resp@nso adiponectin in chicken cultured
granulosa cells. These results support that humemmbinant adiponectin is active in these
cells despite its relatively low identity (about%p with its chicken homolog. Furthermore,
they suggest that some adiponectin effects on ehiaganulosa cells could be mediated
through the AMPK pathway. In absence of IGF-1 omagotropin, we showed that
adiponectin had no effect on the progesterone seerén F3/4 and F1 granulosa cells
whereas we have observed in a recent study that KAM&ivation induced by AICAR
reduced progesterone secretion [15]. Also, we shaWwat adiponectin reduced FSH-induced
progesterone secretion in F3/4 granulosa cells edsewe have previously demonstrated that
AICAR-induced AMPK activation increased progester@ecretion in response to FSH [15].
Thus, we can hypothesize that the adiponectin wffea progesterone secretion are not
mediated through AMPK or AMPK activation in resperte AICAR and adiponectin leads to
different biological responses in chicken granuloshs. These different responses could be
due to different time courses of AMPK activationrgsponse to AICAR (1 mM, a potent
activator of AMPK) and adiponectin (t@/ml). Thus, other investigations are necessary to
elucidate the molecular mechanisms of adiponeatictocken granulosa steroidogenesis. In
mammals, a role for adiponectin in ovarian stergefesis has not yet been described.
However, some data indicated negative effects stbsterone on circulating adiponectin in
humans [7, 8, 25] and mice [26]. Furthermore, tesisnother adipokine, which is well-
known to reduce insulin sensitivity in contrast adiponectin, has stimulatory effects on
testosterone production by cultured human theda td®ht synergize with insulin [27]. Also,
resistin dose-dependently increases the produofitestosterone by cultured rat testis [28].

In conclusion, adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2 nA&Nare expressed in chicken
theca and granulosa cells from preovulatory fabcl However, adiponectin is highly
expressed in theca cells as compared to granulebst @d could be involved in the
development of chicken preovulatory follicle. Thpsovides an interesting perspective to

understanding the physiological role of adiponettithe ovary.
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Figure legends

Figure 1: A. Amplification by RT-PCR of adiponectin (350 bp), AdipoR1 (350 bp) and
AdipoR2 (345 bp) in whole ovary (Ov) and in granulsa and theca cells of the four
largest vitollegenic follicles (F4 to F1) in hen (a 4).

Relative levels of adiponectin (B), AdipoR1 (C) anédipoR2 (D) mRNA assessed by real
time RT-PCR in the theca and granulosa cells fromhe four largest yellow follicles in
hen. Total RNA from each ovarian cell type and preotara follicle was DNAse-treated and
reverse transcribed as described in materials attads. About 70 ng of cDNA was used in
real-time quantitative PCR using SYBR green asdye to quantitate adiponectin mRNA,
AdipoR1 mRNA and AdipoR2 mRNA, or 18S RNA in sepgareeactions. Each reaction was
run in triplicate and threshold (Ct) values for pmhectin mRNA, AdipoR1 mRNA and
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AdipoR2 mRNA were subtracted from that of 18S RN#&d aonverted from log-linear to
linear term. The data represent mean values framdbickens for each ovarian cell and each
preovulatory follicle. Data with different letteedove each bar within each chart plotted for

granulosa and theca cells represents significdigreince at p<0.05.

Figure 2: Effects of the human recombinant adipondm on the progesterone secretion
in cultured granulosa cells from hen F3/4, F2 and Epreovulatory follicles.

Granulosa cells from hen F3/A), F2 B) and F1 C) preovulatory follicles were cultured in
the presence or absence of FSH (100 ng/ml), LH (4§onl), IGF-1 (100 ng/ml) and
adiponectin (1Qg/ml) for 36h. The culture medium was then colldcend analyzed for
progesterone content by RIA. The data shown repteseeans + SEM from three
independent experiments. p<0.001.

Figure 3: Effects of the human recombinant adipongtn on AMPK and ACC
phosphorylation in cultured granulosa cells from ha F1 preovulatory follicles.

Granulosa cells from hen F1 preovulatory follickesre incubated with adiponectin (10
pug/ml) for various times (0 to 120 min). Lysates wehen prepared and subjected to
Western-blotting using anti-phospho-AMBKThr172 and anti-AMPK1/2 as a protein
loading control and anti-phospho-ACC-Ser79 and-A@C as a protein loading control.
Blots shown are representative of two independepérments. Similar results were obtained

in F2 and F3/4 granulosa cells.
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B. Régulation de l'adiponectine et de ses récepteur
dans l'ovaire de rate par 'hCG et implication de
I'adiponectine dans la stéroidogenese des celtidels
granulosa

Chez les mammiferes, I'adiponectine et ses récepi@dipoR1 et AdipoR2) sont présents
dans nombreux tissus. En revanche, I'expressiofingplication du systéme adiponectine
dans le fonctionnement ovarien n'a pas beaucougxgitorée. Dans ce travail, nous avons
montré I'expression de l'adiponectine et ses rémept AdipoR1 et AdipoR2 (ARNm et
protéine) dans I'ovaire de rate, par RT-PCR, wadbdst et par immuno-histochimi€&igure

1 et 2. Nous avons observé une localisation de ce systiponectine dans les cellules de
la théque-interstitium, du corps jaune et dansdaye (Figure 1A, B, C). Son expression
semble moins abondante au niveau des cellules deafaulosa. Dans un second temps,
vivo, I'expression du systeme adiponectine a été audi@ns les cellules de la granulosa de
rate, au cours du développement folliculaire. Lla&ss (n=30) ont recu soit une injection de
placebo, soit de la pregnant mare serum gonadaotregRMSG, 25Ul, 24h) pour induire la
croissance folliculaire, soit de la PMSG (25Ul, 2ghis de I'hnuman chorionic gonadotropin
(hCG, 25Ul, 48h) pour provoquer l'ovulation et latdinisation. L'injection d’hCG suite a
celle de PMSG augmente I'expression protéique allidonectine (~ 3 fois) et de I'AdipoR1
(~ 1,5 fois). L’expression de 'ARNm de I'AdipoRXkteaccrue (~ 3 fois). En revanche, celle
de I'AdipoR2 (ARNm et protéine) est inchangé&égre 4 et 5. Suite a ce traitement par les
gonadotrophines, l'adiponectinémie diminue et Lilmemie s’éléve Kigure 6). Enfin, in
vitro, I'adiponectine recombinante humaine (5pug/ml) augméa synthése de la Progestérone
(~ 2 fois, p<0,05) et de I'Oestradiol (~1,6 fois;0p05) en présence d’'IGF-1 (1), dans des
cellules de la granulosa, en culture primakgre 7). De plus, I'adiponectine augmente, la
phosphorylation du récepteur de I'lGF-1, induiter p&GF-1 (Figure 10). Elle entraine
€également une activation précoce et transitoireviéss de signalisation des MAPK ERK
(1/2, p38) et Akt. Elle active plus tardivemenplaosphorylation de TAMPKEKigure 9). En
conclusion, I'expression de I'adiponectine et dergeepteurs semble pouvoir étre régulée par
un traitement par hCG, dans l'ovaire de rate. Das,pll’adiponectine augmente la

stéroidogenése induite par I'lGF-1.
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Abstract

In mammals, adiponectin and its receptors (AdipaRtl AdipoR2) mRNAs are
expressed in various tissues. However, the celkxaression and the role of adiponectin
system have never been investigated in rat ovasreHwe report the presence of
adiponectin and its receptors in rat ovaries, aedhave investigated its role in granulosa
cells. We show using RT-PCR and Western-blot tha& mRNAs and proteins for
adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2 are found in thearges. Immunohistochemistry
localized adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2 in theuarstitial cells, corpus luteum,
oocyte and less abundantly in granulosa cells.htn KGN human granulosa cell line,
adiponectin mRNA and protein were undetectablepARi2 was weakly expressed whereas
AdipoR1 was clearly present. hCG injection (48hgaPMSG injection (24h) in immature
rats increased the level of adiponectin (proteip)about 3-fold (p<0.05) and those of
AdipoR1 by 3-fold (MRNA, p<0.05) and 1.5-fold (peot, p<0.05) in ovary whereas the

MRNA and protein level of AdipoR2 was unchangedenestingly, hCG injection (48h)



after PMSG treatment (24h) decreased plasma adiponkevels and increased insulin
plasma levels. In vitro in primary rat granulosdls;ehuman adiponectin recombinant (5
pg/ml) alone or in presence of FSH M\, 48h) had no effect on the steroidogenesis.
However, it increased by about 2-fold progestersemetion (p<0.05) and by about 1.6-fold
oestradiol production (p<0.05) in response to IGEA®M). Furthermore, it improved IGF-
1-induced IGF-1 receptor beta subunit tyrosine phosylation and ERK1/2
phosphorylation. In basal state, human adiponeettombinant also increased quickly but
transiently ERK1/2, p38 and Akt phosphorylationsevdas it increased more lately AMPK
phosphorylation. Thus, adiponectin and its recepswe regulated by hCG treatment in rat

ovary and adiponectin enhances IGF-1-induced stegeinesis in granulosa cells.
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INTRODUCTION

Adiponectin (also known as apM1, AdipoQ, Gbp28 auitp30) is one of the
adipocyte derived factors (Scherer al. 1995; Maedaet al. 1996). It is present as a
multimer at high concentrations in the circulati@to 25ug/ml in human, Pajvangt al.
2003). In obese and type 2 diabetic humans, plaadiponectin is strongly reduced
suggesting that circulating adiponectin may beteelato the development of insulin
resistance (Kadowaki & Yamauchi 2005). Circulatiegels of adiponectin are about two to
three times higher in females than in males (Coetka. 2003). However, the modulatory
role exerted by oestrogens is unclear. Indeed jextamy in adult mice increases the levels
of plasma adiponectin and oestrogens suppressragipo expression in mice and 3T3-L1
adipocytes (Combest al. 2003). At the opposite, a downregulatory role edtdsterone on
adiponectin secretion has already observed in huiremrancoet al. 2004). Structurally,
adiponectin is related to the complement 1q familg contains a carboxy-terminal globular
domain and an amino-terminal collagenous domairhgf&e et al. 1995). The globular
domain is able to induce several biological effeftadiponectin (Fruebist al. 2001).

Adiponectin receptors (AdipoR) 1 and 2 have beemtified in different species
including human and rodents (Yamauetial. 2003), pig (Lordet al. 2005) and chicken
(Ramachandraast al. 2006, Chabrollet al.in press). AdipoR1 and AdipoR2 contain seven
transmembrane domains (Ouchi al. 2001) but they are structurally and functionally
different from G-protein-coupled receptors (GPCRyleed, unlike GPCR, the N-terminal
end of AdipoR1 and AdipoR2 is intracellular and tkkterminal ends are in the
extracellular domain (Yamauckt al. 2003). AdipoR1 is abundantly expressed in mouse
skeletal muscle whereas AdipoR2 is predominantiinébin liver (Yamauchet al. 2003).

In mouse, the expression of the AdipoR1 and R2nigrisely regulated by insulin in

physiological and pathophysiological states sucHasting/refeeding, insulin deficiency,
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and hyperinsulinemia models (Tsuchietaal. 2004). Both AdipoR1 and AdipoR2 serve as
receptors for globular and full-length adiponecfiiney mediate increased AMPK (AMP-
activated kinase), MAPK (Mitogen activated kinaseld PPAR (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor)-alpha ligand activity in respero adiponectin (Yamauai al. 2003).
The metabolic effects for adiponectin are numerduponectin has been shown to
augment lipid oxidation in skeletal muscle and nmyes (Fruebist al. 2001, Yamauchet
al. 2001), and to reduce hepatic glucose productioliver and hepatocytes (Beweg al.
2001, Combset al. 2001) Adiponectin increases also sensitivity tocsulm and
vasodilatation. It also possesses antiatherogentwitees (for review Kadowaki &
Yamauchi 2005). Adiponectin could also be involved the regulations of some
reproductive functions. In women with polycysticaolan syndrome (PCOS), plasma
adiponectin is significantly decreased indepengeotl! obesity (Ardawi & Rouzi 2005).
PCOS is a disorder that is characterized by exeesogen production and infertility
(Rotterdam ESHRE/ASRM 2004). Adiponectin and Adigo&te localized in both human
and rat placenta (Caminesal. 2005). Placental adiponectin mRNA expressiondseased
during pregnancy in rat whereas AdipoR2 has thdrapnpattern (Caminost al. 2005).
Adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2 are also presergarcine (Lordet al. 2005; Ledowet
al. 2006) and chicken ovary (Maddinegi al. 2005; Ramachandragt al. 2006). In this
latter species, our laboratory has shown that adigitn mRNA expression is thirty-fold
higher in theca than granulosa cells (Chabrdadte al. in press). Moreover, human
recombinant adiponectin increased AMPK Thrl72 phosgation in primary chicken
granulosa cells (Chabrollet al. in press). In porcine ovary, adiponectin aloneiror
combination with insulin and gonadotropins inducgdne expression resulting in
prostaglandin and VEGF (vascular endothelial grofaittor) synthesis in granulosa cells

(Ledouxet al. 2006). These results are similar to those obsetduethg the peri-ovulatory
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remodelling of the ovarian follicle (Ledougt al. 2006). Thus, adiponectin could be
involved in the regulations of the ovarian funcgon

In the present study, we have identified and laealiadiponectin and adiponectin
receptors in rat ovary and studied their regulatroterm of mRNA and proteiim vivo
during the follicular development after PMSG/hCGeation to immature rat$n vitro in rat
primary granulosa cells, we have investigated ffeces of human recombinant adiponectin
on progesterone and oestradiol secretions in absenpresence of IGF-1 and FSH and on

various signaling pathways (AMPK, MAPK and Akt).
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MATERIALS AND METHODS

Hormones and reagents

Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG) and hunmami@hic Gonadotropin (hCG)
used for injections to animals were obtained frartervet (Angers, France). Purified
ovine FSH-20 (oFSH) (lot no.AFP-7028D, 4453 IU/i§H activity=175 times activity
of oFSH-S1) used for culture treatment was a gdtnf NIDDK, National Hormone
Pituitary Program, Bethesda, MD, USA. Recombinamh&n insulin-like growth factor-I
(IGF-1) was from Sigma (St Louis, MO, USA). Recomdnt human adiponectin

produced in the NSO mammalian cell system was wéthirom R&D (Lille, France).

Antibodies

Antibodies to adiponectin receptor 2 (4-39) andgadectin receptor 1 (41-65) were
from Phoenix Pharmaceuticals Inc. (Belmont, CA, YJ.SAntibody to rat adiponectin was
obtained from Abcam (Cambridge, UK). Antibodies pbospho-Akt (Ser 473), Akt,
phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204), phospho-p38 (ThfI80182) and phospho-AMPK
alpha Thr172 were purchased from New England Bmlalk (Beverly, MA). Antibody to
AMPKal was obtained from Upstate Biotechnology Inc (Lakacid, NY, USA).
Antibody to phosphotyrosine proteins (PY20) wasrfr@iosciences (Le Pont de Claix,
France). Antibodies to adiponectin (ACRP 30, N20) immunohistochemistry, ERK2
(C14), IGF-1R (C20) and p38 (C20) were purchasenhfsanta Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA). Antibodies to StAR and p450scc were gemgly provided by Dr. Dale

Buchanan Hales (University of lllinois, Chicago, A)Sand HSD by Dr. Van Luu-The
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(CHUL Research Center and Laval University, Canaélajibody to vinculin was obtained
from Sigma (St.Louis, MO, USA). All antibodies weused at 1/1000 dilution in western-

blotting.

Animals

All procedures were approved by the AgriculturaleAgy and the Scientific
Research Agency and conducted in accordance wihgtidelines for Care and Use of
Agricultural Animals in Agricultural Research andaching.

Immature female rats of the Wistar strain (n=30)yevpurchased from Janvier
Laboratories (Genest St Isle, France). Ovaries wellected from immature (21 day old)
rats untreated (n=6) or treated with 25 IU PMSGZéh to induce follicle growth (n=24).
Some rats (n=18) received a single intraperitomgacttion of 25 IU hCG after the PMSG
treatment to induce ovulation and luteinizationd asvaries were obtained at different
intervals [6h (n=6), 24h (n=6) and 48h (n=6) af&MSG treatment] for a measurement by
Northern-blot, Immunohistochemistry and Western-hlwalyses.

Other ovaries from immature rats (n=8) treated VAMSG (20 UI, 48h) and then
hCG (5UI, 24h) as described by Charredal. were used to collect oocytes (Charregal.
1996) . The oviducts were dissected out, and osaytre recovered by oviductal flushing.
The cumulus mass surrounding ovulated oocytes wgageided using 0.1% hyaluronidase in
M2 medium (Ng 1986). The oocytes were then examineder a phase contrast
miscroscope and collected in Trizol reagent foalt®NA extraction or in lysis buffer for

protein preparation.
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Isolation and culture of rat granulosa cells an@dta-interstitial (T-I) cells

Immature female rats were injected subcutaneously ih DES
(diethylstilbestrol, 1mg/day) every day for three a@ays. On the third day of DES
treatment the animals were killed and the ovariesemoved aseptically. Granulosa cells
were harvested by puncturing the follicles allowingexpulsion of the cells. Cells were
recovered by centrifugation and washed with fresh mdium. The culture medium used
was McCoy's 5A supplemented with 20 mmol/L Hepes, gmicillin (100 U/ml),
streptomycin (100 mg/l), L-glutamine (3 mmol/l), 0L% BSA, 50ug/l insulin, 0.1 umol/l
androstenedione, 5 mg/l transferrin, 20ug/l selenium and 5% FBS. The remaining
ovarian tissues were washed three times with mediuri99 containing 25 mmol/L
Hepes (pH 7.4), L-glutamine (2 mmol/l), BSA (0.1%),penicillin (100 U/ml) and
streptomycin (100 mg/l) to release remaining granolsa cells. To obtain T-I cells, the
ovarian tissue was minced actively and repeatedlynd incubated for 60 min at 37°C in
the same medium 199, supplemented with collagenaspe 1 (5.1 mg/ml) plus 1Qug/mi
deoxyribonuclease as described by Dulebet al. 1997. The T-I cells released by this
digestion were centrifuged at 250g for 5 min and wshed in collagenase-free medium
two times to eliminate remaining collagenase. The ispersed cells were then
resuspended in the same McCoy’s 5A medium used fdine culture of the granulosa
cells. The cells (granulosa and T-1) were initiallycultured for 48h with no other
treatment and then incubated in fresh culture mediun with or without test reagents
for the appropriate time. All cultures were performed under a water-saturated
atmosphere of 95% air/5% CO2 at 37°C. We used abow80 to 40 rats for each culture
and we realized at least three independent culture®r each experiment. Moreover, in

each experiment, each condition was tested in trifglate or quadruplet.
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Culture of KGN cells

The human ovarian granulosa-likenor cells (KGN cells) were cultured in a 1:1
mixture of DMEM and Ham’'s F-12 medium (InvitrogerCourtaboeuf, France)
supplemented with 10% FBS, penicillin (100 U/ml)dastreptomycin (10Qug/ml) as

previously described bMishi etal. 2001.

RNA isolation and RT-PCR

Total RNA was extracted from whole tissue (ovamyerd and muscle), corpus luteum
and fresh granulosa cells using Trizol reagent g to the manufacturer's procedure
(Invitrogen, Courtaboeuf, France). Reverse traption (RT) polymerase chain reaction
(PCR) was performed as described by Tastcal. 2005 to assay expression of adiponectin,
adiponectin receptors 1 and 2 in rat ovary, mudaoler, adipose tissue, fresh granulosa
cells and corpus luteum and in human granulosa K@éli$. Specific sets of primer pairs
designed to amplify parts of adiponectin, AdipoRt &AdipoR2 are described in Table 1
and Table 2. PCR products were visualized in amosgagel (1.5%) and the DNAs were
extracted from the agarose and sequenced in bagbtion. PCR amplifications with RNA
were performed in parallel as negative controls:FCR consumables were purchased from
Sigma (I'lsle d’Abeau Chesnes, France), except MeyoMurine Leukemia Virus reverse
transcriptase and RNase inhibitor (RNasin) fromniga (Promega, Madison, WI, USA).

Experiment was realized on three different rats.

Northern-blot
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Total RNAs from tissue (20ug) were separated by denaturing formaldehyde
electrophoresis, and then transferred to a nylomlonane and membrane was hybridized as
previously described (Tosa al. 2005). AdipoR1 and AdipoR2 probes were obtained by
RT-PCR by using the primers indicated in Table ey were then labelled by using the
Rediprime labelling kit (Amersham, Piscataway, NAjter high stringency washings,
membrane-incorporated radioactivity was also qtiadtiusing a STORM apparatus. The
integrity and the quantification of different tranpts were assessed using the human RNA
18S probe as a control (Ambiowoodward Austin, TX). Experiment was realized on six

rats from different groups (immature, PMSG, PMS8CG 6h or 24h or 48h).

Western-blot

Lysates of granulosa cells (2X16ells/well) or tissue were prepared on ice as
previously by Toscet al. 2005. Lysates were centrifuged at 13,006rg20 min at 4°C, and
the protein concentration in the supernatants veésrchined using a colorimetric assay (kit
BC Assay, Uptima Interchim, Montlugon, France). ICektracts were submitted to
electrophoresis on 10% (w:v) SDS-polyacrylamide getler reducing conditions. The
proteins were then electrotransferred onto nittatede membranes. Membranes were
incubated for 1h at room temperature with Tris-brgfl saline (TBS, 2 mM Tris-HCI, pH
8.0, 15 mM NaCl, pH 7.6), containing 5% nonfat anyk powder (NFDMP) and 0.1%
Tween-20. Thereafter, they were incubated overngghd°C with appropriate antibodies
(final dilution 1:1,000), in TBS containing 0.1% €&en-20 and 5% NFDMP. After washing
in TBS-Tween-20 0.1%, nitrocellulose membranes wereubated for 2h at room
temperature with a horseradish peroxidase-conjdgatdi-rabbit or anti-mouse IgG (final

dilution 1:10,000; Diagnostic Pasteur, Marnes-lay@zite, France) in TBS-0.1% Tween-20
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NFDMP 5%. After washing in TBS-Tween-20 0.1%, thgnal was detected by ECL
(enhanced chemiluminescence, Amersham PharmacitgcBioOrsay, France).The films
were analyzed and signals quantified with the saftwMacBas V2.52 (Fuji PhotoFilm,
USA, Inc.). The results are expressed as the iityessgnal in arbitrary units after
normalization allowed by the presence of vincudig,an internal standard and correspond to
the average of three independent cultures. In eattinre, each condition was tested in

quadruplet.

Thymidine incorporation into granulosa cells

Granulosa cells (2xf0viable cells/500 pl) were cultured in 24-well dishin
McCoy’'s 5A medium and 10% FBS during 48h and wdrentserum starved for 24h
followed by the addition of 1 uCi/ul of [3H] thymiite (Amersham Life Science, Arlington
Heights, IL, USA) in the presence or absence of dnumecombinant adiponectin (fg/ml)
and FSH (18 M) or IGF-1 (10°M). After 24h of culture, excess of thymidine wasnoved
by washing twice with phosphate-buffered salinepBixed with cold trichloroacetic acid
50% for 15 min and lysed by NaOH 0.5 N. The radiodg was determined by scintillation
fluid counting in g3-photomultiplier. Results are representative déast three independent
cultures. In each culture, each condition (IGF-3HE Adiponectin alone or combined with

IGF-1 or FSH) was analyzed in triplicate.
Immunohistochemistry

Ovaries embedded in paraffin (n = 3 rats in eacfdition) were serially sectioned at
a thicknes®f 7 um. Sections were deparaffinized, hydrated,raicrowaved for 5 min in

antigen unmasking solution (Vector Laboratories,, AbCys, Paris, France), then left to

cool to room temperaturAfter washing in a PBS bath for 5 min, sectionsevermersedh
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peroxidase blocking reagent for 10 min at room temajre to quench endogenous
peroxidase activity (DAKO Cytomation, Dako, Ely, UKAfter two washes in a PBS bath
for 5 min,nonspecific background was eliminated by blockinths% lamb serum in PBS
for 20 min, followed by incubation either overnigat 4°C with PBS containing rabbit
primary antibodyraised against either adiponectin (1:100, ACRP 3Q0N Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) or AdipoR1 or AdigbR.:100, Phoenix Pharmaceuticals,
Inc, Belmont, CA)Sections were washed twice for 5 min each timeRB8& battand were
incubated for 30 min at room temperature with ateto use” labelled Polymer-HRP anti-
rabbit (DakoCytomation Envision Plus HRP systemk®éeEly, UK). The sections were
then washed twice in PBS and the staining was tedday incubation at room temperature
with 3,3’-diaminobenzidine-tetrahydrochloride (Liqu DAB + Substrate Chromogen
System, DakoCytomation). Negatigentrols were involved replacing primary antibodies
with rabbit IgG. As a positive control, we showed a rsfy@xpression of adiponectin and

AdipoR1 in rat adipose tissue and skeletal mudidarg 1 supplementary data).

ELISA and Radioimmunoassay

Serum adiponectin concentrations were measuredg ugirrat adiponectin ELISA kit
(Phoenix Pharmaceuticals, Inc, Belmont, CA, USAX aserum insulin levels were
determined using a rat insulin ELISA kit (Mercod®B, Uppsala, Sweden). The
concentration of progesterone (P4) and oestraéi®) (n the culture mediurf granulosa
cells was measured after 48oh culture by a radioimmunoassay protocol as presiyp
describedToscaet al. 2005).Results were expressed as d@ingount of steroids secreted for
48h perl00 ug of protein. Results are means + SD of three pedtwf granulosa cells. In
each culture, each condition (IGF-1, FSH, Adipoimealone or combined with IGF-1 or

FSH) was analyzed in quadruplet.
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Statistical analysis

All experimental data are presented as the me2D. One-way analysis of variance
(ANOVA) was used to test differences and if ANOVAvealed significant effects, the

means were compared by Newman'’s test, with P<®@Sidered significant.
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Results

Adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2 expression in mtary

RT-PCR analysis with RNA from fresh granulosa céB3, dissected corpus luteum
(CL), adult rat ovary (Ov) and oocyte (Oo) resultedthe amplification of three cDNAs
corresponding to fragments of adiponectin (214 Bp)poR1 (540 bp), and AdipoR2 (720)
(figure 1A). As expected, adiponectin, AdipoR1, palR2 are mainly expressed in adipose
tissue (AT), muscle (Mu) and liver (Li), respectixelmmunoblotting of protein extracts
revealed one band corresponding to the adipon@diiout 30 kDa), one band corresponding
to AdipoR1 (about 41 kDa) and another corresponttingdipoR2 (about 46 kDa) (figure
1B), showing that the adiponectin system is producerat ovary and more precisely in
whole rat ovary, corpus luteum and oocyte. For ithenunoblot experiments we used
reducing conditions and we subjected the samplésating for 5 min. This can probably
explain why we mainly observed the adiponectin nrmeoform (30 kDa). Similar results
were observed for adiponectin in rat and humanasdiissue and placenta (Camiebsl
2005). Isolation of fresh granulosa and theca-stit&al cells showed that adiponectin and
its receptors are present in fresh granulosa butynhess than in theca-interstitial cells
(figure 1C). Similar results are obtained for ctdh granulosa and theca-interstitial cells.
Immunohistochemistry with ovarian sections from iatare rats treated with PMSG alone
or PMSG and then hCG confirmed the immunoblot figdi and demonstrated adiponectin
and its receptors in theca-interstitial cells, decgnd corpus luteum more abundantly than
in granulosa cells (figure 2). Thus, adiponectioepgors and their ligand are found in the
different structures of the rat ovary but mainlytieeca-interstitial cells, oocyte and corpus
luteum. We have also identified the adiponectintesys (adiponectin, AdipoR1 and

AdipoR2) in the KGN human granulosa cell line (Nishal.2001). As shown in figure 3,
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adiponectin mRNA and protein were undetectablepdRR2 was weakly expressed whereas

AdipoR1 was clearly present in KGN cells (figure 3)

Hormone-regulated expression of adiponectin and palnectin receptor 1 and 2 in rat
ovary

To examine the hormonal regulation of the expressd adiponectin and its
receptors in rat ovaries, northern-blot and weshdoh analyses were performed using
ovaries isolated from PMSG/hCG treated rat. Reselsaled that the adiponectin protein
levels in immature rat ovaries increased in respdoshCG treatment (48h) after PMSG
injection (24h) (p<0.05, figure 4). As shown indrg 5A, quantification of Northern-blot
showed that AdipoR1 mRNA was unchanged in rat innngabvaries in response to PMSG
treatment (24h) whereas it was increased by abéufoR] in response to hCG (24 or 48h)
treatment after the PMSG treatment. Similar reswkse obtained by Western-blot at the
protein level (figure 5B). At the opposite, the ééss of AdipoR2 mRNA (figure 5C) and
protein (Figure 5D) were unchanged in rat ovaryesponse to PMSG or hCG treatment as
compared to immature ovaries.

As showed in figure 6A, plasma adiponectin levedsdatermined by ELISA or
Western-blot were significantly decreased in ragsted with PMSG/hCG (24 or 48h) as
compared to untreated or treated with PMSG (24imyatare rats. At the opposite, plasma
insulin levels were significantly increased in respe to PMSG/hCG treatment (24, 48h).
Thus, PMSG (24h)/hCG (48h) treatment increasedoadigtin and AdipoR1 levels but not

AdipoR2 in rat immature ovary whereas it decregdadma adiponectin levels.

Effects of the human recombinant adiponectin on FSkhd IGF-1-stimulated

progesterone and oestradiol production in rat grdosa cells
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Cells were cultured for 48h in serum-free mediurthvd ug/ml human recombinant
adiponectin in the presence and in the absend8ffll (10®M) or FSH (10°M). As shown
in figure 7A and B, adiponectin treatment increagd2- and 1.5-fold IGF-1-induced
progesterone and oestradiol secretion, respectivabreas it has no effect on the steroid
productions in the presence or in the absence &f. Fhis positive effect of human
recombinant adiponectin on IGF-1-induced progesteiend oestradiol production was also
observed at the dose of 1 andifml (figure 7C and D). We next determined whetihes
positive effect of adiponectin on progesterone aestradiol production in the presence of
IGF-1 was a result of less of the two key enzynfesaroidogenesis (BHSD and p450scc)
and/or StAR, an important cholesterol carrier. Asven in figure 8A, human recombinant
adiponectin (5ug/ml) did not affect the amount ofBISD, p450scc and StAR proteins in
the absence or in the presence of FSH or IGF-1s,Timcombinant adiponectin increased
progesterone and oestradiol production in resptmd&F-1 without affecting the protein

level of FHSD, p450scc and StAR in primary rat granulosascell

Effects of human recombinant adiponectin on granda cell number

We also investigated whether the dose of humamibo@nt adiponectin (fg/ml)
used affected the number of granulosa cells irupeilteither by induction of mitosis or by
or by altering the cell viability.3H] thymidine incorporation by granulosa cells teshtvith
5 pg/ml recombinant adiponectin was tested after Z#tulture in presence or in the
absence of IGF-1 or FSH. As expected, IGF-1 and B8hificantly increased>H]
thymidine incorporation (Bleyet al. 1992, Toscaet al. 2005, figure 8B). However,
recombinant adiponectin had no effect on eitheibtmal and IGF-1 or FSH-stimulated state

(figure 8B). As revealed by the staining with trgp®lue, recombinant adiponectin
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treatment had no effect on cell viability in abseme presence of FSH or IGF-1 (data not
shown).
Adiponectin activates various signaling pathwaysrat granulosa cells

Recombinant adiponectin is known to stimulate ddfé signaling pathways
including AMPK, MAPK, Akt in various cell types (Yaauchiet al. 2002, Wuet al. 2003,
Luo et al 2005; Ouchi et al. 2004). We investigated whetwponectin receptor signaling
via these pathways can be effective in primarygranulosa cells. As shown in figure 9A,
human recombinant adiponectini{§/ml) increased rapidly (after 1 min of stimulafjdout
transiently phosphorylation of MAPK (ERK1/2 and p3@ure 9A and B) and Akt (figure
9C). At the opposite, phosphorylation of AMPK (T2} was increased more lately (after
30 min of stimulation) and was maintained after ¢wo@ir of stimulation in response to
recombinant adiponectin (figure 9D). Thus, humaoombinant adiponectin is able to
activate several signaling pathways with differeéme courses in rat granulosa cells.

To investigate the molecular mechanism involved tie positive effects of
adiponectin on the IGF-1-induced progesterone astkradiol secretion, we determined the
level of beta subunit IGF-1R tyrosine phosphorglatin response to recombinant human
adiponectin (fg/ml, 60 min) in absence or presence of IGF-I°{02 min). As shown in
figure 10A, recombinant human adiponectin increatedely IGF-1-induced tyrosine
phosphorylation of beta subunit IGF-1R without effeg the amount of IGF-1R (figure
10A). Moreover, we have observed similar results ttee phosphorylation of MAPK

ERK1/2 (figure 10B).
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Discussion

In the present work, we showed for the first tirhattadiponectin and its receptors,
AdipoR1 and AdipoR2 were present in rat ovary amtarprecisely in theca-interstitial
cells, corpus luteum and oocyte and less abundantlgranulosa cells. In vivo, hCG
treatment (48h) after PMSG treatment (24h) increédike levels of adiponectin protein and
those of AdipoR1 (MRNA and protein) in immature oaaries. In these latter conditions,
the levels of AdipoR2 (MRNA and protein) were unudeed and the plasma adiponectin
concentration as determined by western-blot ané&ELwas reduced. In vitro in primary rat
granulosa cells, human adiponectin recombinapg/fsl) increased rapidly but transiently
phosphorylation of MAPK (ERK1/2 and p38) and Akt evbas it induced more lately
phosphorylation of AMPK. In these cells, human adgctin recombinant also increased
the production of both progesterone and oestraidiolesponse to IGF-1 (1M, 48h)
whereas it had no effect in the absence or in tasemce of FSH (1M, 48h).

We have identified adiponectin in rat ovary by gsseveral approaches to assess the
MRNA and protein. Adiponectin has been already doimthe ovaries of different species
including chicken (Maddinengt al. 2005) and porcine (Lorét al. 2005, Ledouxet al.
2006). In porcine ovaries, adiponectin is presantollicular fluid (Ledouxet al. 2006).
However, the cellular localization of adiponectm avary has never been described in
mammals. Here, we found by immunohistochemistry wedtern-blot that the amount of
adiponectin protein was weakly expressed in rahgosa cells as compared to the theca-
interstitial cells. These results are in good age® with data that we have recently
obtained in chicken ovarian cells. Indeed, in thtter species, we have shown that the level
of adiponectin mRNA was about 10 to 30 higher iactn cells than in granulosa cells
(Chabrolleet al.in press). Furthermore, we have shown that adiggonénRNA or protein)

was undetectable in the KGN granulosa cell lineesehdata suggest that granulosa cells are
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not the main ovarian cells that produce adiponedatimat ovary, we have also identified the
two adiponectin receptors AdipoR1 and AdipoR2. Likeir ligand, these receptors are
strongly expressed in theca-interstitial cells. ldger, we have shown that AdipoR2 and
mainly AdipoR1 (mRNA and protein) were present ah granulosa cells and in the KGN
human granulosa cells suggesting that adiponectim ftheca-interstitial cells or from
serum could mediate some biological effects indhmdls. In rat granulosa and theca cells,
we found by immunohistochemistry no variation ir tlevels of AdipoR1 and AdipoR2
during follicle development (data not shown). Irrgoe ovary, AdipoR1 and AdipoR2 are
also present in granulosa cells of follicles (Ledet al. 2006). In porcine granulosa cells,
the levels of AdipoR1 and AdipoR2 transcripts aimilar in small, medium and large
follicles (Ledouxet al. 2006). Interestingly, we have identified adiponmgcAdipoR1 and
AdipoR2 in rat oocyte and corpus luteum. Adiponegissesses insulin-sensitizing actions
(Kodawaki &Yamauchi 2005). Insulin receptors or responding mRNAs have been
identified in human or swine ovary in stroma, gdasa and theca cells but also in growing
follicles (Porestskyet al. 1985; El-Roieyet al. 1993; Samotet al. 1993; Quesnel 1999). A
role for insulin has been described in porcine t®oyaturation (Tsafiri & Channing 1975).
Furthermore, it is well-known that adiponectin wates AMPK in various cell types
(Chabrolleet al. in press, Yooret al. 2006, Huypengt al. 2005). This kinase increases
glucose uptake by increasing the rate of glucasesport in some cells (Ju et al. 2006, Fujii
et al. 2006) and plays also an important role in the raca@cyte maturation (Downs at
2002, Cheret al. 2006). Thus, adiponectin could improve the ooaytturation in response
to insulin through an activation of AMPK. Adiponectlso activates and participates to the
actions of PPARs (Nawroclat al. 2006, Yamauchet al. 2001). PPARs are a family of
nuclear hormone receptors involved in various see that could influence ovarian

function (Komaret al. 2001). For example, PPARgamma is primarily lo@aizo granulosa
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cells and has negative effects on the luteinizatbithese cells (Komaet al. 2001). In
contrast, PPAR alpha and delta are primarily latatetheca and stroma and could play a
role in basal ovarian function (Komat al. 2001). Thus, in theca or granulosa cells,
adiponectin could affect ovarian function throughPRAR-dependent mechanism. In a
recent work, Ledoux et al showed that recombinalipanectin was able to induce the
expression of cyclooxygenase-2 (COX2), prostaglarielisynthase (PGEs) and vascular
epidermal growth factor (VEGF) genes in porcinengtasa cells (Ledowet al. 2006).
VEGEF is known to be necessary for the vasculaompatif the developing corpus luteum in
rat ovary (Sakuraet al. 2004) and COX2 and PGEs are key rate-limiting eresy in
prostanglandin biosynthesis (Murakagatial. 2000). Here, we observed a strong expression
of adiponectin in the corpus luteum suggesting thabuld be associated with rat luteal
growth and development.

Here, we have explored the expression level (MRN&A@otein) of adiponectin and
its two receptors in rat immature ovary in respots@MSG treatment (24h) or PMSG
(24h) and then hCG treatment for 6, 24 or 48h. \&@eehdemonstrated that the levels of
adiponectin and those of AdipoR1 in rat ovary iased significantly in response to hCG
treatment (24 or/and 48h) whereas the plasma aégbonlevels concomitantly decreased
(p<0.05). Furthermore in the same conditions, theunt of AdipoR2 (MRNA and protein)
was unchanged. This weak decrease (about 17%0%<h the rat plasma adiponectin
levels in response to hCG treatment is contrary wdme data obtained in women during
hCG treatment for in vitro fertilization (Ligt al. 2006). In this latter report, FSH treatment
decreased serum women adiponectin whereas hC@éehaincreased it (Liu et al. 2006).
hCG is a LH-like hormone whereas PMSG is known tmicthe FSH effects. In our study,
we did not observed any effect of PMSG treatmenadiponectin treatment in rat. Liu et al

suggest that high oestradiol levels could exertatieg effect on adiponectin production.
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However, the effects of the sexual steroids onattiponectin level are not clear (Combs et
al. 2003, Pol Merkur Lekarski et al. 2006). The hipfgction after the PMSG treatment is
known to induce ovulation and luteinization. Thignease in the adiponectin and AdipoR1
in rat immatures could be due to the high propartb corpus of luteum in the rat ovary in
response to hCG treatment. However, with this ddty@othesis the absence of variation in
the AdipoR2 mRNA or protein level remains unexpdainIn our study, hCG treatment
decreased significantly plasma adiponectin levkis Tesult could be related to the increase
in the plasma insulin levels that could be a consage to a reduction in the insulin
sensitivity. A number of clinical studies reveakedtrong link between whole body insulin
sensitivity and circulating adiponectin levels (Ragi & Scherer 2003).

In the present study, we have demonstrated thaahuetombinant adiponectin had
no effect on the production of progesterone andradi®l in the presence or in the absence
of FSH (10°M) in rat granulosa cells. However, it significanihcreased the IGF-1 effects
on the production of these steroids. These effeet® observed without modifications in
the protein levels of StAR, BHSD and p450scc suggesting that human adiponectin
recombinant could enhance the activity of enzymead/a the substrate
availability/mobilization or other factors involved the steroidogenesis in response to IGF-
1. We have also shown that human recombinant adgtion(5ug/ml) for 1 hour was able
to increase beta subunit IGF-1R tyrosine phosphtiof and MAPK ERK1/2
phosphorylation. Since the MAPK ERK1/2 signalingthpeay is involved in the
progesterone production in rat granulosa cells ¢d @ al. 2005, Moore et al. 2001), we can
hypothesize that human recombinant adiponectineas® the IGF-1 effects on the
progesterone production through the MAPK ERK1/2hpaty. This increase of IGF-1
effects on production of steroids in response t@atkctin is not surprising since

adiponectin is known to increase insulin sensyivit different cell types. For example in
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muscle cells, adiponectin increases tyrosine phmgfdtion of insulin receptor and IRS-1
and also phosphorylation of Akt in response tolinglyamauchiet al.2001).

In conclusion, we have demonstrated that the adigton system (adiponectin,
AdipoR1 and AdipoR2) was strongly expressed iritrata cells, corpus luteum and oocyte.
AdipoR2 and mainly AdipoR1 were also present in gednulosa cells and in human
granulosa KGN cells. Further experiments are necgst® determine the role of this
adiponectin system in theca cells and oocyte. hmiqudar, the role of adiponectin in the
androgens production in theca cells needs to bestigated. Indeed, in human ovary, this

adiponectin system could be involved in the PCQO&igyme.
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Figure legends

Figure 1: Detection of adiponectin, AdipoR1 and AdI0R2 transcripts and proteins in
rat ovary.

A. RT-PCR analysis of adiponectin, AdipoR1 and AdigaRRNA. Total RNAs extracted
from rat fresh granulosa cells (G), corpus lute@h)( whole ovary (Ov) and oocyte (O0)
were subjected to RT-PCR as described in mataralsmethods using primers designed to
amplify fragments of adiponectin (214 bp), Adipo&#0 bp) and AdipoR2 (720 bp). Rat
adipose tissue, muscle and liver RNAs were used pssitive control for adiponectin,
AdipoR1 and AdipoR2, respectivelg.and C. Detection of adiponectin (30 kDa), AdipoR1
(42 kDa) and AdipoR2 (46 kDa) proteins by immundihg. Protein extracts (7(g) from
rat fresh granulosa cells (G), corpus luteum (@th)ple ovary (Ov), liver (Li), muscle (Mu)
and adipose tissue (AT) and protein extracts fr@dhrat oocytes were resolved by SDS-
PAGE, transferred to a nitrocellulose membrane, imcdbated with specific antibodies
against adiponectin, AdipoR1 or AdipoR2 and vineulin part C, fresh or cultured

granulosa (G) and theca-interstitial (T-1) cellsregsubmitted to Western-blot.

Figure 2: Localization of adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2 in rat ovary by
immunohistochemistry.

Adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2 are localized ange follicle in ovary from rat treated
with PMSG for 24h (a, b, e, f, i and j) and in assduteum in ovary from rat treated with
PMSG for 24h and then with hCG for 48h (c, g, ahd\ote that adiponectin, AdipoR1 and
AdipoR2 are observed in theca cells (T), in corfuisum (CL) and oocyte (O), and less
abundantly in granulosa cells (G). Negative costroicluded a section incubated with

nonimmune serum (d, h and I). AT, Antrum.
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Figure 3: Detection of adiponectin and AdipoR1 andddipoR2 transcripts and proteins

in the KGN human granulosa cell line.

A. RT-PCR analysis of adiponectin, AdipoR1 and AdigaRRNA. Total RNA extracted
from KGN cells was subjected to RT-PCR as descrilpethaterials and methods using
primers designed to amplify fragments of adipome¢#21 bp), AdipoR1 (500 bp) and
AdipoR2 (440 bp). Human subcutaneous (sc) and rakeglipose tissue RNAs were used
as a positive control for adiponectiB. Detection of adiponectin (30 kDa), AdipoR1 (42
kDa) and AdipoR2 (46 kDa) proteins by immunoblaitirProtein extracts (7Qg) were
resolved by SDS-PAGE, transferred to a nitrocelalonembrane, and incubated with
specific antibodies against adiponectin, AdipoRAdipoR2 and vinculin. Human adipose
tissue [subcutaneous (sc) and visceral (vs) fronbidni, rat muscle and liver lysates were

used as a positive control for adiponectin, Adip@Rdl AdipoR2, respectively.

Figure 4: Western-blot analysis of adiponectin progin level in rat ovary after
PMSG/hCG injection. All extracts contained equal amounts of proteisscanfirmed by
reprobing membrane with an anti-vinculin antibo@jots were quantitated and the ratio
adiponectin/vinculin was represented. Values regmeshe means + SD (n = 6 rats per
treatment). Different letters indicate a signifitaifference at p<0.05. Rat adipose tissue

(AT) and liver lysates were used as positive arghtiee control, respectively.

Figure 5: Northern-blot (A and C) and Western-blot(B and D) analysis of AdipoR1 (A
and B) and AdipoR2 (C and D) expression in rat ovar after PMSG/hCG injection. For
Northern-blot (A and C), the quantification of treioactivity was realized by using Storm

apparatus and the ratios AdipoR1 and AdipoR2/1@Sraticated. For western-blot (C and
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D) ,all extracts contained equal amounts of prateas confirmed by reprobing membrane
with an anti-tubulin antibody. Blots were quangt and the ratios AdipoR1 and
AdipoR2/vinculin were represented. Values repredbet means £ SD (n = 6 rats per

treatment). Different letters indicate a signifitdifference at p<0.05.

Figure 6: Adiponectin plasma levels (A) and adiporain protein level in plasma
determined by immunoblot (B) after PMSG/hCG injection. Adiponectin plasma levels
were analyzed by ELISA. For western-blot (B), &itsn samples contained equal amounts
of proteins, as confirmed by staining the nitragdelse membrane with ponceau. Blots were
guantitated and the arbitrary values were represeMalues represent the means = SD (n =
6 rats per treatment). Different letters indicatgmificant difference at p<0.05. Rat adipose
tissue lysates were used as positive control fopaaectin. C. Insulin plasma levels
determined by ELISA assay after PMSG/hCG injection Values represent the means *

SD (n = 6 rats per treatment). Different letteidigate a significant difference at p<0.05.

Figure 7: Effect of human adiponectin recombinant a the progesterone (A, C) and
oestradiol (B, D) secretion in rat granulosa cells,

Granulosa cells from immature rats were cultured48h in serum-free medium in the
presence or absence of IGF-1 M), FSH (10®M) and human adiponectin recombinant (1,
5 or 10pg/ml). The culture medium was then collected analyaed for progesterone and
oestradiol content by RIA. Results are means = $Bhee groups of granulosa cells.

Different letters indicate a significant differenaiep<0.05.

Figure 8: Effect of human recombinant adiponectin a the level of B-HSD, p450scc

and StAR protein (A) and on the cell number (B) inrat granulosa cells.
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A. Protein extracts from rat granulosa cells cultui@d48h in the presence or absence of
IGF-1, FSH and human adiponectin recombinant welgested to SDS-PAGE as described
in materials and methods. The membranes were itedivéth antibodies raised againg-3
HSD, p450scc and StAR. Equal protein loading wasfigd by reprobing membrane with
an anti-vinculin antibody. Results are represeveatof at least three independent
experiments.

B. Effect of human recombinant adiponectin on the pliferation of rat granulosa cells.
Thymidine incorporation was determined in rat gtasa cells cultured for 24h in serum-
free medium in the presence or absence of IGF-ESH as described in materials and
methods. Results are expressed as the percentéggrotline incorporated as compared to
unstimulated state. Results are representative lehat three independent experiments. The

results are expressed as means + SD.

Figure 9: Human adiponectin recombinant activates M\PK ERK1/2, MAPK p38,
AKT and AMPK signaling pathways in rat granulosa cdls.

Rat primary granulosa cells were serum-starvedrogiet and then stimulated with human
adiponectin recombinant (g/ml) for indicated times. To determine the leveIMAPK
ERK1/2, p38, Akt and AMPK Thrl72 phosphorylation, the blots were stripped and
reprobed with antibodies against ERK2, p38, Akt &MIPK proteins, respectively. Then,
the ratio of phosphorylation/total protein was deieed and plotted as the ratio of
stimulation as compared with the unstimulated stetdues represent means = SD from

three independent experiments.

Figure 10: Human adiponectin recombinant increasesiIGF-1R subunit tyrosine

phosphorylation and MAPK ERK1/2 phosphorylation in rat granulosa cells.
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Rat primary granulosa cells were serum-starvedrgietr and then stimulated with human
adiponectin recombinant (&g/ml) for 1 hour in the absence or presence of 1GEO-8M, 2
min). To determine the level of tyrosine phosphatigih of IGF-1R beta subunit and
MAPK ERK1/2 phosphorylation, all the blots wereigted and reprobed with antibodies
against ERK2, and IGF-1R beta subunit, respectgivelhen, the ratio of
phosphorylation/total protein was determined. Valuepresent means + SD from two

independent experiments.

Figure 1 supplementary data: Localization of adipoectin in rat adipose tissue (A) and
AdipoR1 in rat muscle (B) by immunohistochemistry.

As a positive control, adiponectin is localized-ah adipose tissue (A.a) and AdipoR1 in rat
muscle (B.a). Negative controls included a sectimubated with nonimmune serum (A.b
and B.b).

Table 1: Rat oligonucleotide primer sequences for RPCR amplification

Primer Sequence Product
size (bp)

Adiponectinsense 5-AATCCTGCCCAGTCATGAAG- 3 214
antisense 5'-CATCTCCTGGGTCACCCTTA- 3

AdipoR1sense 5- ATGCCATGGAGAAGATGGAG- 3 540
antisense 5'- ACTGTGCCACAATGATGGCA - 3

AdipoR2sense 5- GGAACTCGAGTGTCACGATG -3 720
antisense 5- TGGCAGCCTTCAGGAACCCT - &

Actin sense 5-ACGGAACCACAGTTTATCATC- 3 188

antisense 5’ -GTCCCAGTCTTCAACTATACC- 3

Table 2: Human oligonucleotide primer sequences fdRT-PCR amplification

Primer Sequence Product
size (bp)
Adiponectinsense 5- TGGTGAGAAGGGTGAGAAAG - 3 221
antisense 5’- AGATCTTGGTAAAGCGAATG - 3
AdipoR1sense 5- ACTGACACTTCCCCTGCAAG - 3 500
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antisense 5’- GTGGGGAGCAGTAGAAGGAA - 3

AdipoR2sense 5-TGACTTCCTCTTGCATGGAC - 3 440
antisense 5- TGGCAGCCTTCAGGAACCCT -3’
Actin sense 5-ACGGAACCACAGTTTATCATC- 3’ 188

antisense 5 -GTCCCAGTCTTCAACTATACC- 3’
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C. ROle de I'adiponectine dans les cellules de la

granulosa humaine

La présence de l'adiponectine et de ses réceptewe décrite dans différents tissus.
L’adiponectine est impliqguée dans la régulatiomuitabolisme des lipides et des glucides.
Elle est capable d’activer des cibles comme I'AM@&dénosine Monophosphate Activated
Kinase) et les PPAR (Peroxisome Proliferator Aatidd Receptor) alpha. De nombreuses
étudesdn vitro etin vivo suggerent ses propriétés insulino-sensibilisatriBéus récemment,
certains travaux sont en faveur d’'un réle de I'adigctine dans la fonction de reproduction.
Son niveau d’expression est variable selon le s#xgégulée pendant la puberté ou la
gestation. De plus, la surexpression de I'adiponeatiminue la fertilité des souris alors
gue son absence n’'a pas deffet. Dans le syndraseodaires polykystiques (OPK), qui
associe anovulation ou oligo-ovulation et troublestaboliques, la concentration
d’adiponectine est diminuée et certains variantsate gene sont plus fréquents chez les
patientes atteintes (5 a 10% des femmes). Le sgstaliponectine a été mis en évidence
dans I'hypothalamus et I'hypophyse de 'hnomme etaiull est aussi présent dans |'ovaire
de plusieurs espéces. Dans les deux premiersestticbus avons montré son expression
dans l'ovaire de poule et de rate. De plus, leslta#s de ces travaux suggerent un réle
régulateur de l'adiponectine dans la stéroidogemkese cellules de la granulosa de ces
animaux.

L’objectif principal de ce travail était de mettea évidence I'adiponectine et ses récepteurs
dans l'ovaire de femme et de déterminer les effetbadiponectine recombinante humaine
sur la stéroidogenese des cellules de la granblasaine en culture primaire.

Nous avons collecté des cellules de la granuloséenaes dans les liquides folliculaires.
Elles ont été recueillies aprés isolation des cemgd cumulus-ovocyte, apres une ponction
ovarienne lors de cycles de fécondation in vitrdo f|dmmes). Chez 7 patientes, nous avons
aussi dosé l'adiponectine dans le sérum et dargueale folliculaire, le jour de cette
ponction. Sa concentration dans le liquide folldxd s’est révélée supérieure a celle du
sérum Figure 1). Pour la premiere fois, nous avons montré, paiPRR et par western-
blot, la présence des récepteurs AdipoR1 et R2 ldansellules de la granulosa de femme,

alors que l'adiponectine y est absenkég(re 2). Le systéme adiponectine (ARNm et
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protéine) est aussi présent dans des cellulesed@e¢hhumaine, obtenues dans le commerce
(Figure 2). De plus, I'adiponectine augmente la sécrétiorpayestérone et d’oestradiol
induite par I'lGF-1, dans les cellules de la grasal humaine Higure 3). Cette
potentialisation de [leffet de I'lGF-1, largemenmpliqué dans le développement
folliculaire, s’accompagne d'une augmentation dweau d’expression de la P450
aromataseHigure 4 B). Enfin, les voies de signalisation des MAPKs (ERXét p38) sont
activées par I'adiponectine recombinante humaimec@nclusion, les récepteurs AdipoR1
et AdipoR2 et non I'adiponectine, sont présentssdas cellules de la granulosa de femme.
Nous constatons, dans ces cellules, comme chepuk @t la rate, que I'adiponectine
augmente la synthése de la progestérone et dérfided induite par I''GF-1.
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Article 3

Adiponectin increases insulin-like growth factor linduced progesterone and oestradiol

secretion in human granulosa cells

Christine Chabrolle, Lucie Tosca, Christelle Rami&rre Lecomte, Dominique Royere et

Joelle Dupont

Fertility and Sterility, 2008
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Objective

To identify adiponectin and its receptors (AdipoR1and AdipoR2) in human granulosa
cells and to study the effects of recombinant humaadiponectin on progesterone and

oestradiol secretion from these cells.

Design

The effects of recombinant human adiponectin on gheretion of progesterone and

oestradiol by cultured human granulosa cells wevestigated.

Setting

Academic institutions.

Patient(s)

Seventeen infertile and healthy women undergoingtro fertilization (IVF)

Intervention(s)

Primary human granulosa cell cultures stimulatetth iiuman recombinant adiponectin (5

pg/ml).

Main Outcome Measure(s)

Determination of mRNA and protein expression ofpadectin and its receptors, AdipoR1
and AdipoR2 in fresh human granulosa cells by RRPEd immunoblot, respectively.
Measurement of progesterone and oestradiol levelsthe conditioned media by
radioimmunoassay and determination of cell prdifen by tritied thymidine

incorporation.
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Result(s)

Human granulosa cells express adiponectin recepfmigpoR1 and AdipoR2 but not
adiponectin. In primary human granulosa cells, adigetin increases progesterone and
oestradiol secretion in response to IGF-1. This associated with an increase in the p450
aromatase protein level but not those of p450s@cHED or StAR. Adiponectin treatment
does not affect IGF-1-induced cell proliferatiorddrasal steroidogenesis (no IGF-1 or FSH
stimulation). Adiponectin rapidly stimulates MAPKREK1/2 and p38 phosphorylation in

primary human granulosa cells.

Conclusion(s)

Adiponectin receptors, AdipoR1 and AdipoR2 but adiponectin are present in human
granulosa cells. Adiponectin increases IGF-1-indysegesterone and oestradiol secretion

in primary human granulosa cells.

Key Words: adiponectin; human granulosa cells; steroidogenesgnal transduction
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Introduction

Adiponectin is a protein hormone mainly producedalypocytes. It belongs to the
complementlqg protein family and has been shown to form honmlomars incirculation,
including trimer, hexamer, and high-molecular wesfiuctures (1-3). A smaller fragment
of adiponectin including its globular doméias been detected in human plasma, although
its level is muchower than full-length adiponectin (4). Adiponectirediates its effects via
two receptors, AdipoR1 and AdipoR2 (5). These raarspshare homology with G protein-
coupledreceptors, yet they do not appear to signal thrazagionicalG proteins (6).Upon
ligand binding, adiponectin receptors activate detveam targets such as AMP-activated
protein kinase (AMPK), peroxisome proliferator-activatedcceptor== and MAPK (6).
Adiponectin plays an essential role in the regataf lipid and carbohydrate metabolism
as well as energy homeostasis (6li)vivo andin vitro studies in animal and cell models
have shown that adiponectin can have insulin-semgt actions (8). Some evidence
suggests that adiponectin could also directly r&tguteproductive functions. Results from
animalstudies indicate that the level of adiponectinightty controlledduring puberty,
sexual differentiation, gestation, and lacta(@n In addition, overexpression of adiponectin
impairs femalefertility in mice, but loss of adiponectin has ntieet (for review 10).
Variants of the adiponectigene (single nucleotide polymorphisms in introna®® more
prevalent inwomen with polycystic ovary syndrome (PCOS) (11¢€0S is the most
common cause of anovulation and infertility, affiegt5-10% of women in reproductive age
(12). It is characterized by hyperandrogenism, gitroanovulation and occasionally
frequently obesity (12). In addition to the reprotive consequences of the syndrome,
PCOS is a metabolic disorder associated with ing@lsistance and hyperinsulinemia (13).

Although the presence of insulin resistance in P@@Sbeen well documented, the impact
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of PCOS on circulating adiponectin levels remainslear, increased in some reports (14),

and decreased in others (15).

Recently, the adiponectin system (adiponectin, 8Rip and AdipoR2) was
described in rat and human hypothalamus (16) andtgory (17). In rat primary pituitary
cells, recombinant adiponectin regulates GnRH recegxpression (17). In mouse3T2
gonadotrope cells and in rat pituitary cells, reborant adiponectin inhibits basal and
GnRH-stimulated LH secretion (17, 18). Moreoveripadectin and adiponectin receptors
are expressed in rat and human placenta (19), ée and rabbit endometrium (20) and in
rat oviduct (21). In rat placenta, adiponectin mfRcreases in abundance during
pregnancy whereas AdipoR2 has the opposite patié&n Adiponectin and its receptors
have also been identified in rat testis (22) andvary of various species including pig (23,
24), chicken (25, 26) and rat (27). In rat testsgombinant adiponectin significantly
inhibited basal and hCG-stimulated testosteroneetien ex vivo (22). In swine ovary,
Ledoux et al. reported that recombinant adipondtdid a direct effect on gene expression
in porcine follicular cells associated with ovariatiicle remodelling (24). In a recent work,
our group showed that adiponectin is mainly exméss rat theca-interstitial cells and
could exert paracrine effects on the steroidogsnesigranulosa cells (27). Adiponectin
levels have been measured in porcine and humaiculelt fluid (24). In human,

recombinant LH induces in vivo increased productbadiponectin in follicular fluid (28).

In human ovary, the expression and the role ofamdkptin and adiponectin receptors
have never been investigated in granulosa cells.oljectives of the present study were to
identify adiponectin and adiponectin receptor 1 and human ovary and to determine the
effects of human recombinant adiponectinimritro human granulosa cell steroidogenesis.

We have also investigated which signalling pathwaydd be activated by adiponectin.
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Materials and Methods

Patients

This collaborative study was performed at INRA itlasé and the department of the biology
of reproduction, CHRU Bretonneau, (Tours, Frande)was approved by the Hospital
Ethical Committee (CHRU Bretonneau, France), andpatients gave written informed

consent prior to the use of cells. Seventeen ildentomen attending the IVF unit of the
department for Intra Cytoplasmic Sperm Injectic@SI) cycles were recruited in 2008. The
etiology of infertility was mechanical, unexplaineat male factor infertility without any

known endocrinopathy (PCOS, hyperprolactinemia,okgpd-hyperthyroidism). Patients
gave their written informed consent and did noternee any monetary compensation for

participating in the study. From each patient, amg cycle was included in the study.

Hormones and reagents

Purified ovine FSH-20 (oFSH) (lot no.AFP-7028D, 384%/mg, FSH activity=175
times activity of (0FSH-S1) used for culture treattnwas a gift from NIDDK, National
Hormone Pituitary Program, Bethesda, MD, USA. Rdumiant human insulin-like growth
factor-1 (IGF-I) was from Sigma (St Louis, MO, USARecombinant human adiponectin
produced in the NSO mammalian cell system was ioétbirom R&D (Lille, France). Total
RNA and protein extracts of human theca cells web#ained from Clinisciences

(Montrouge, France).
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Antibodies

Rabbit polyclonal antibody to human adiponectwas obtained from Abcam
(Cambridge, UK). Rabbit polyclonal antibodies toipathectin receptor 2 (4-39) and
adiponectin receptor 1 (41-65) were from PhoeniarRlaceuticals Inc. (Belmont, CA,
USA). Rabbit polyclonal antibodies to phospho-ERKIThr202/Tyr204), phospho-p38
(Thrl80/Tyr182), phospho-Akt (Ser 473) and phospiWiPK alpha Thrl72 were
purchased from New England Biolabs Inc (Beverly, MRabbit polyclonal antibodies to
ERK2 (C14) and p38 (C20) were purchased from S@nta Biotechnology (Santa Cruz,
CA). Rabbit polyclonal antibodies to AMRK were obtained from Upstate Biotechnology
Inc (Lake, Placid, NY, USA). Mouse monoclonal aontiles to Vinculin and p450
aromatase were obtained from Sigma (St. Louis, M8A) and Serotec (Varilhes, France),
respectively. Rabbit polyclonal antibodies agaipgt50scc, StAR and BHSD were
generously provided by Dr Dale Buchanan Hales (Ensity of Illinois, Chicago, USA) and
Dr Van Luu-The (CHUL Research Center and Laval @rsity, Canada), respectively. All

antibodies were used at 1/1000 dilution in westdatting.

Isolation and culture of woman granulosa cells

Granulosa cells were collected from pre-ovulatarlidies during oocyte retrieval for in-
vitro fertilization (IVF). Briefly, the ovarian stimulation protocol, IVF and ICSI pedare
used have already been reported (28er isolation of cumulus oocyte complexes (used
for IVF), follicular fluids were pooled, centrifuge(400g, 10 min) and most of the red
blood cells were discarded from the pellet using &yers of discontinuous percoll gradient
(40%, 60% in Ham’s medium, Gibco-BRL,; Life Techngiles, Cergy Pontoise, France) and
centrifugation (40@, 20 min). In order to remove as many red bloodsad possible, the

40% fraction was then treated with haemolytic med(H4CI 10 mmol/l in Tris HCI pH
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7.5; Sigma, Isles d’Abeau, France). Following aéungation, the pellet was washed with
fresh medium (Hams F12), counted in a hemocytonaatdrcell viability was determined

using Trypan Blue dye exclusion. The culture medusad was McCoy’s 5A supplemented
with 20 mmol/L Hepes, penicillin (100 U/ml), streptycin (100 mg/l), L-glutamine (3

mmol/l, 0.1% BSA, 0.1 umol/l androstenedione, 5 Iniginsferrin, 20 pg/l selenium) and
5% FBS. The cells were initially cultured for 48htlwno other treatment and then
incubated in fresh culture medium with or withoesttreagents for the appropriate time. All
cultures were performed under a water-saturatedsgihere of 95% air/5% CO2 at 37°C.
For each experiment, we carried out three cultin@® a pool of human granulosa cells

from 5 or 6 patients.

RNA isolation and RT-PCR

Total RNA was extracted from human granulosa cdllanan ovarian granulosa
tumor derived cell lineells (KGN) and from human visceral or subcutaneadipose tissue
(ATv, ATsc), using Trizol reagent according to timanufacturer’s procedure (Invitrogen).
Reverse transcription (RT) polymerase chain reac{iBCR) was performed to assay
expression of adiponectin, adiponectin receptarad.2 in woman granulosa cells, in KGN

cells and in ATv,sc as previously described (30).

Western-blot

Woman granulosa cells or tissues (adipose tissuesclen and liver) were
homogenized, solubilized and centrifuged as preshodescribed (30). The supernatants

were then subjected to electrophoresis on 10% )(8®S-polyacrylamide gel under
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reducing conditions and transferred onto nitrodeda membranes (Schleicher and Schuell,
Ecquevilly, France). Membranes were incubated aghtnat 4°C with appropriate

antibodies (final dilution 1:1,000) and the sigmals detected with horseradish peroxidase
conjugated with specific secondary antiserum foddvby an enhanced chemiluminescence
(ECL) reaction as previously described (30). Badessities were estimated by using the
software MacBas V2.52 (Fuji PhotoFilm, USA, Inclhe results are expressed as the
intensity signal in arbitrary units after normatioa allowed by the presence of vinculin, as

an internal standard and correspond to the avefiteee independent experiments.

Thymidine incorporation into granulosa cells

Woman granulosa cells (2x10iable cells/500 pl) were cultured in McCoy's 5A
medium and 10% FBS during 48h and were then setarwesl for 24h followed by the
addition of 1 uCi/ul of [3H] thymidine (AmershamféiScience, Arlington Heights, IL) in
the presence or absence of adiponectin and/or ESEM) and IGF-1 (18 M). After 24h
of culture, excess of thymidine was removed by wasgltwice with phosphate-buffered
saline (PBS), fixed with cold trichloroacetic a&@% for 15 min and lysed by NaOH 0.5 N.
The radioactivity was determined by scintillatidnid (Packard Bioscience) counting in a

B-photomultiplier.

Progesterone and oestradiol Radioimmunoassay

The concentration of progesterone (Pg) and oesirédd?) in the culture mediuwf
woman granulosa cells was measured after dBcllture by a radioimmunoassay protocol
as previously describd@0). The limit of detection of Pg was 12 pg/tube (60wmgl) and
the intra- and inter-assay coefficients of variatweere lesghan 10% and 11%, respectively.

The limit of detection of E2 was 1.5 pg/tube (7g/weell) and the intra-and inter-assay
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coefficients of variation were less than 7% and 88épectively. Results were expressed as
theamount of steroids secreted for 48h p@0d ug of protein. Results are means + SEM of
three cultures of granulosa cells. In each culteegh condition (FSH, IGF-1, adiponectin

alone or combined with IGF-1 or FSH) was analyzeduadruplicated.

Adiponectin plasma and follicular fluid levels

Adiponectin plasma and follicular fluid concentomis were measured using a

human adiponectin ELISA kit (Phoenix Pharmaceuticlic, Belmont, CA, USA).

Statistical analysis

All experimental data are presented as the me&kEM. One t-test or one-way
analysis of variance (ANOVA) (for comparison of s means) were used to test
differences and if ANOVA revealed significant effgcthe means were compared by

Newman'’s test, with P<0.05 considered significant.
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Results

Adiponectin plasma (P) and follicular fluid (FF) leels in six women.
We measured the concentration of adiponectin isnpéaand follicular fluid of six
infertile women. As shown in figure 1, the adipamedevel was significantly higher in

follicular fluid than in plasma despite of low nuertof patients (figure 1, p<0.05, n=6).

Adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2 expression in humgranulosa cells

We determined the expression (MRNA and proteirgdiyponectin and its receptors,
AdipoR1 and AdipoR2 from fresh granulosa (HG) ahdct (HT) cells of women. As
shown in figure 2A, we amplified by RT-PCR threeN&s corresponding to the fragments
of adiponectin (221pb), AdipoR1 (500pb) and AdipoR20pb). We used visceral and
subcutaneous tissue (ATv, ATsc) as a positive obifiir adiponectin. The transcripts of
adiponectin and its receptors were largely expressetheca cells and as expected in
adipose tissue. By contrast, adiponectin mRNA wasetectable in human granulosa cells
and KGN cells, whereas AdipoR1 and AdipoR2 mRNAsengwesent in both types of cells
(figure 2A). Immunoblotting of the protein extraétem HG confirmed these results (figure
2B). We revealed one band corresponding to Adip@Bdout 42kDa) and another
corresponding to AdipoR2 (about 46kDa). There wasand corresponding to adiponectin
(about 30kDa) in HG and in KGN. At the opposite, aetected adiponectin protein in HT.
These latter results were previously described ainh avary (27). As expected (5, 6),
adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2 were mainly expegsin adipose tissue (ATV), in
muscle (Mu) and in liver (Li) respectively. Thus, previously described in chicken, swine
and rat ovary, adiponectin receptors, AdipoR1 adgpdR2 are present in human granulosa

and theca cells.
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Effect of human recombinant adiponectin on basal @nFSH- or IGF-1-stimulated
oestradiol and progesterone production in human grdosa cells.

We next investigated the effects of adiponectirattreent on steroidogenesis in
humangranulosa cells. Cells were incubated in serum-imeglium with a physiological
concentration of human recombinant adiponectin {Bligor 48h in presence or absence of
FSH (10°M) or IGF-1 (10°M). As expected, FSH and IGF-1 treatment aloneeiased
progesterone and oestradiol secretion. The IGFRilieed secretion of progesterone
(Fig.3A, p<0.0001) and oestradiol (Fig.3B, p<0.00@As enhanced by adiponectin (more
than three-fold), whereas adiponectin alone haeffext on the steroid production in the
presence or in the absence of FSH. Thus, adipongxgiig/ml) increased IGF-1-stimulated
progesterone and oestradiol production in hugranulosa cells.

Then, we explored the effects of human recombiadigonectin on the amount of the StAR
protein, an important cholesterol carrier, andtmgrotein amount of three key enzymes of
steroidogenesis, p450sccBBISD and p450 aromatase. Adiponectin treatment (Bl gor
48h did not affect the protein level of p450scc &fgHSD (data not shown). By contrast,
adiponectin increased the amount of the StAR isgmee of FSH (p<0.05, figure 4A), but
no significant difference was observed in presesfd&F-1. Furthermore, the protein level
of p450 aromatase was increased by adiponectitntesd in response to IGF-1 but not in

basal state or in response to FSH (p < 0.05, fig&e

Effects of adiponectin on human granulosa cell pi@ration and viability

We also examined the effect of human recombinaigoaéctin on the number of
granulosa cells in culture, either by inductionnoitosis or by altering the cell viability.
[*H]-thymidine incorporation by granulosa cells tesatwith 5ug/ml adiponectin was

determined after 24h of culture in the presencim ¢he absence of FSH (M) or IGF-1
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(10% M). As expected, FSH and IGF-1 treatment signifisaicreased 3H]-thymidine
incorporation (Figure 5, p<0.05). However, adipdimedreatment did not affect cell
proliferation in basal state or in response to IGer FSH (Figure 5). As revealed by the
staining with trypan blue, adiponectin (5ug/ml) haal effect on the cell viability in the
absence or in the presence of FSH and IGF-1 (ddtahown). Thus, human recombinant
adiponectin increased progesterone an oestradioluption in response to IGF-1 without

affecting the proliferation and the viability of tman granulosa cells.

Effect of human recombinant adiponectin on signailj pathways in human granulosa
cells.

Several groups underlined the stimulating effectrefombinant adiponectin on
different signalling pathways including AMPK, MAP&nd Akt in various cell types (31,
32). Moreover, the MAPK ERK1/2 signalling pathwaysh been involved in the
progesterone production in rat granulosa cells 38B- Then, we investigated which
signalling pathways could be activated in humamgi@sa cells. As shown in figure 6A and
6B, human recombinant adiponectinU@'ml) increased rapidly (after 5 min of stimulatjon
but transiently phosphorylation of MAPK (ERK1/2 ap88), but no significant effect was
observed on Akt and AMPK phosphorylation (data stedwn). Thus, human recombinant
adiponectin is able to activate MAPK (ERK1/2 andB)3ignalling pathways in human

granulosa cells.
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Discussion

In the present work, we report for the first tintkee presence of adiponectin and its
receptors AdipoR1 and AdipoR2 in human ovary andrwestigated their role in granulosa
cells. By ELISA assay, we detected higher leveladiponectin in follicular fluid than in
plasma. We showed usiigT-PCR and Western blot that the mRNAs for Adipadtid
AdipoR2 and the proteins are found in human grasaukeells. Interestingly, in these latter
cells, expression of adiponectin (MRNA and protengs undetectable whereas it was
largely expressed in human theca cells and adifiesge. In the second part of this study,
we have observed that human recombinant adiponektoneased IGF-1-induced
progesterone and oestradiol production in humanujosa cells without any variation of
StAR, p450scc and BHSD protein levels. However, we have showed th@baackctin
treatment increased IGF-1-induced oestradiol secreand this was associated to an
increase in the protein amount of p450 aromataseallyy, we have observed that
adiponectin treatment rapidly increased the MAPRKE/2 and p38) signalling pathway in
humangranulosa cells.

In the present study, we confirmed the presencedyponectin in the human
follicular fluid (28, 36). Adiponectin is also detable in the small, medium, and large
porcine follicles at concentrations similir those found in serum (24). Here, we have
observed on six patients a higher concentraticadgdonectin in human follicular fluid than
in plasma on the day before the oocytes pick-uflicktar fluid is in part an exsudate of
serum and in part the product of ovary activityrtRermore, we showed that the messenger
and the protein of adiponectin are expressed indmutheca cells. Thus, we can speculate
that ovarian cells are able to produce adiponedin.women, a recent study has
demonstrated that LH supplementation during the fallicular phase induces increased

production of ovarian follicle adiponectin, suggegta secretion by human thecal cells.
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However, the effect of LH supplementation on adgumim plasma concentration was not
indicated (28). In a previous study, we have obs@ithat adiponectin was expressed in rat
theca-interstitialcells, corpus luteum and oocytes but notgmanulosa cells, in good
correlation with results observed in human. Adiptime mRNA and protein was
undetectable in fresh human granulosa cells. Tésult is in good agreement with a
previous study showing also no adiponectin expoessi the human tumor granulosa cell
line, KGN (27). Even if adiponectin is not produdedhuman granulosa cells, it could exert
a biologic effect on these cells. Indeed, we id&di AdipoR1 and AdipoR2 in human
granulosa cells. Furthermore, we have showed tigbaectin treatment (/ml) rapidly
increased MAPK ERK1/2 and p38 phosphorylation. ¢twecentration of adiponectin tested
in vitro was physiological since in rats and humans, aeeglgsma adiponectin levels
range from 3 to 2Qg/ml (27, 37, 38). Curiously, we did not observe effect of
adiponectin on AMPK phosphorylation whereas recomabi adiponectin is able to activate
AMPK in rat, chicken and porcine granulosa celld, (26, 27). A higher dose and longer
time of stimulation with adiponectin could be nexay to induce AMPK phosphorylation
in human granulosa cells.

As previously described, we have observed that 1GBhd FSH stimulate
progesterone and oestradiol production by humanuipaa cells (39). Furthermore, we
reported here that adiponectin treatment increaked-1-induced progesterone and
oestradiol secretion. It is well known that adipctire exerts insulin-sensitizing effects (5,
6). Thus, this adipokine could facilitate IGF-1iant which has been largely implicated in
follicular development (40). We do not know thersitling mechanisms underlying these
effectsof adiponectin in response to IGF-1, but it wouttt be unreasonable to expect an
involvementf the ERK1/ERK2 signalling pathway. Indeed, we daveviously shown that

human recombinant adiponectin was able to enhahospborylation of IGF-1R beta
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subunit and MAPK ERK1/2 (27) in rat granulosa ceNéoreover, the MAPK ERK1/2
signalling pathway is positively involved in theesiidogenesis in rat and human granulosa
cells in culture (34, 41).

In the present study, we have observed that thaiym®ffect of adiponectin on
progesterone production in the presence of IGF-4& m@ the result of an increase in the
protein level of StAR (a cholesterol carrier) ontwb steroidogenesis enzymes, p450scc and
3 BHSD. At the opposite, we have showed that adipaméatreased IGF-1-induced p450
aromatase protein level. This latter result coutthtdbute to explain the increase in
oestradiol secretion in response to IGF-1. In pagranulosa cells, adiponectin (@&§ml)
increased basal StAR mRNA expression and decrebasdl p450 aromatase mRNA
abundance (24) whereas in bovine granulosa cel®éctin (3pug/ml) did not affect
steroidogenic enzyme gene expression (42). Thue dvthe adiponectin concentrations
used are not the same in the various studies, egpédferences could exist with regard to
the specific ovarian response to adiponectin.

In conclusion, our group demonstrated, for thet firme, in vivo, a difference
between the adiponectin levels in plasma and ihcédhr fluid. In vivo, we have also
showed that human theca cells express adiponeutimdiponectin receptors AdipoR1 and
R2. At the opposite, human granulosa cells expfeigoR1 and R2 but not adiponectin.
Furthermore,in vitro in human granulosa cells, the MAPK (ERK1/2, p38&)nalling
pathways are activated by human recombinant adgiionéVe have observed that human
recombinant adiponectin increased IGF-1-inducedjgsterone and oestradiol production
by human granulosa cells and this was associatbajber level of p450 aromatase protein
in these conditions. These findings significanttgreaseour understanding of the role of

adiponectin orhuman granulosa cells. However, further investoyegi are required to
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determine the role of adiponectin on other humaarian cells including theca cells and

also its potential implication in the PCOS.
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Figure legends:

Figure 1. Measurement of the concentration of adipoectin in plasma and follicular
fluid of women treated with IVF.

Serum () and follicular fluid @) adiponectin levels after collecting blood andlicollar
fluid of six infertile women undergoinig vitro fertilization, on the day of oocyte retrieval.
Each concentration was determined by ELISA methsddescribed inMaterials and

Methods.The individual data (A) or the mean of these {Bjaare represented. *P<0.05.

Figure 2: mRNA (A) and protein (B) expression of agbonectin and its receptors,
AdipoR1 and AdipoR2 in human granulosa and theca dks.

A. Total RNA from human granulosa (HG) and theca@)dells was extracted as described
in Materials and Methodsand RT-PCR was performed by using primers desigoed
amplify fragments of adiponectin (221 pb), Adipok800 pb) and AdipoR2 (440 pb).
Human ovarian granulosa tumor derived cell line lYGhuman visceral (ATv) and
subcutaneous (sc) adipose tissue were used as aivee@nd positive control for
adiponectin. B.Protein extracts (50ugkere resolved by SDS-PAGE, transferred to a
nitrocellulose membrane and incubated with specé#ittibodies against adiponectin,
AdipoR1 or AdipoR2. Equal protein loading was viedf by reprobing membrane with an
anti-vinculin antibody. Human visceral adiposeus$ATv), human muscle (Mu), liver (Li)
and KGN lysates were used as a positive and negadintrol. Results are representative of

at least threendependent experiments.

Figure 3: Effect of recombinant human adiponectin a basal and FSH or IGF-1-

stimulated progesterone (A) and oestradiol (B) seetions by human granulosa cells.
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Human granulosa cells were cultured for 48h in mmedwith serum and then in serum-free
medium in the absence or in the presence of adgiongGpg/ml) + FSH (18 M) or IGF-1
(10® M) as described iMaterials and MethodsThe culture medium was collected and
Progesterone (A) and Oestradiol (B) productionseweeasured by RIA. Results are means
+ SEM of the three independent groups of granutesdls from 5 or 6 patients. Different

letters indicate significant differences (p<0.05).

Figure 4. Effect of human recombinant adiponectin a the amount of the StAR (A)
and p450 aromatase (B) protein in woman granulosaeds.

Protein extracts from human granulosa cells, cettuior 48h in the absence or in the
presence of adiponectin (5pg/ml) + FSH {181) or IGF-1 (16 M), were submitted to
SDS-PAGE as described iMaterial and MethodsThe membranes were probed with
antibodies against StAR (A) and p450 aromataseEB)al protein loading was verified by
reprobing membranes with an anti-vinculin antiboBgsults are representative of at least
three independent experiments. Blots were quadtidied the StAR or p450 aromatase /
vinculin ratio was shown. The results are expresse®dnean = SEM. Different letters

indicate significant differences (p<0.05).

Figure 5: Effect of human recombinant adiponectin @ human granulosa cells

proliferation.

Thymidine incorporation was determined in humamaglasa cells cultured for 24h in the
presence or absence of adiponectin (5pg/ml) + BSH i) or IGF-1 (16° M) as described
in Materials and MethodsResults are representative of at least thiredependent

experiments. The results are expressed as mean&M ®ifferent letters indicate

significant differences (p<0.05).
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Adiponectin concentration (ug/ml)

Figure 6: Effect of human recombinant adiponectin a the MAPK ERK1/2 (A) and
p38 (B) phosphorylation levels in human granulosastls.

Human granulosa cell lysates were prepared froms ogetubated with adiponectin 5ug/ml
for various times: 0, 5, 10, 30, 60 or 120 min. algs (50ug) were resolved by SDS-
PAGE, transferred to nitrocellulose membrane, amdbgd with anti-phospho-MAPK
ERK1/2 @A) or p38 B) and then with anti-ERK2 or p38 protein antibodiRepresentative
blots from three independent experiments are shddlats were quantified and the
phosphorylated MAPK ERK1/2 / ERK2 or the phosphatgtl MAPK p38/ p38 protein
ratios were shown. The results are representedeamst SEM. Different letters indicate

significant differences (p<0.05).
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D. Effets de fortes concentrations de glucose aur |
stéroidogenese et sur l'expression des réecepteurs d
I'adiponectine dans les cellules d’ovaire de rate

Les propriétés insulinosensibilisatrices de I'adipctine sont connues, de méme que ses
liens avec le métabolisme glucidique. De plus, desmalies de la fonction de la
reproduction sont décrites chez des rates diategtidtn raison des résultats de la littérature
et ceux obtenus dans les articles précédents, vaugns explorer, les effets de fortes
concentrations de glucose sur le systeme adipomectans I'ovaire de rate.

In vitro, des cellules de la granulosa de rate ont été isesna un traitement par glucose
(concentrations élevées, 5g/l et plug)vivo, nous avons induit un diabete chez des rates,
apres I'administration de streptozotocine (STZ)ublavons analysé I'expression protéique
des récepteurs de l'adiponectine (AdipoR1/R2), piedéines clés de la stéroidogenese (
StAR, P450-scc, 3beta HSD et P450 aromatase), |ldeweits des voies de signalisation
(MAPK ERK1/2 et AMPK), in vitro et in vivo (western blot) Enfin, in vitro, les
concentrations de progestérone (P) et d'oestrdl®) ont été mesurées, dans le milieu de
culture des cellules de la granulosa, par RIA. @dkiles étaient cultivées en présence de
glucose plus ou moins de la FSH ou de I'lGH.vivo, les concentrations des deux
stéroides sexuels ont été quantifiées dans lemsatas rates STZ, par RIA.

In vitro, les concentrations supra-physiologiques de glucasentrainent aucune
modification de I'expression des récepteurs deipadectine dans les cellules de la
granulosa de rate. En revanche, la synthése dedfE2test diminuée a I'état basal, ainsi
gu’'apres la stimulation par la FSH ou I'lGF-Eidure 1), sans affecter la viabilité et la
prolifération cellulaire. Il est constaté, une réilon du niveau d’expression protéique des
protéines de la stéroidogenese ainsi qu’une dimimude la phosphorylation de MAPK
ERK1/2 Figure 2 et 3)

In vivo, secondairement au traitement par STZ, il estrobsane hyperglycémie et une
baisse de l'insulinémie, de l'adiponectinémie etlderésistivité. De méme §a vitro,
I'expression des récepteurs est inchangée, danseledes de la granulosa de rates STZ
(Figure 6 A). La concentration de P et d’E2, chez ces animesixplus basse que chez les
rates controles (C)Fgure 4). En revanche, le niveau d’expression protéiquelade

3betaHSD et de la P450 aromatase est identiquelesmellules de la granulosa des rates
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STZ et C, alors que celui de la StAR et de la Pd&@st plus éleve dans celles des rates
STZ (Figure 5). Enfin, si la phosphorylation des MAPK ERK1/2 ri’gsas modifiée par la
STZ, celle de 'AMPK est augmentéeigure 7).

En conclusion, des concentrations élevées de guposvoquent une diminution de la
synthése de P et d’Ei vitro etin vivo. Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués
semblent différents dans les deux cas. De plusplassion des récepteurs de I'adiponectine

n’est pas régulée par le glucose, dans l'ovaireate
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Effects of high levels of glucose on the steroidagesis and the expression of

adiponectin receptors in rat ovarian cells
Christine Chabrolle?, Eric JeanPierfe Lucie Toscg Christelle Raménd Joélle Dupofit

'Unité de Physiologie de la Reproduction et des Gotements, Institut National de la
Recherche Agronomique, 37380 Nouzilly, France
?Unité d’Endocrinologie, de Diabétologie et des Mids Métaboliques, CHRU

Bretonneau, 37000 Tours, France

ABSTRACT

Background:

Reproductive dysfunction in the diabetic female rigt associated with altered
folliculogenesis and steroidogenesis. However,niodéecular mechanisms involved in the
reduction of steroid production have not been diesdr Adiponectin is an adipocytokine
that has insulin-sensitizing actions including stiation of glucose uptake in muscle and
suppression of glucose production in liver. Adipctirte acts via two receptor isoforms —
AdipoR1 and AdipoR2— that are regulated by hypergémia and hyperinsulinaemia in
liver and muscle. We have recently identified Adjioand AdipoR2 in rat ovary. However,
their regulation in ovaries of diabetic femalenenhains to be elucidated.

Methods:

We incubated rat primary granulosa cells in vitiith high concentrations of glucose (5 or
10g/l) + FSH (10M) or IGF-1 (10®M), and we studied the ovary of streptozotocin-iretl
diabetic rats (STZ) in vivo. The levels of oestdd@ind progesterone in culture medium and
serum were measured by RIA. Cell proliferation wietermined by [3H] thymidine
incorporation. We used immunoblotting to assay k#sroidogenesis factors JASD,
p450scc, P450 aromatase, StAR), and adiponectiapt@s and various elements of
signalling pathways (MAPK ERK1/2 and AMPK) in viand in vitro.

Results:

Glucose (5 or 10g/l) impaired the in vitro prodoatiin rat granulosa cells of both
progesterone and oestradiol in the basal stateranesponse to FSH and IGF-1 without

affecting cell proliferation and viability. This waassociated with substantial reductions in
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the amounts of BHSD, p450scc, p450 aromatase and StAR proteindVekidK ERK1/2
phosphorylation. In contrast, glucose did not dftee abundance of AdipoR1 or AdipoR2
proteins. In vivo, as expected, STZ treatment ¢§ mused hyperglycaemia and insulin,
adiponectin and resistin deficiencies. Plasma wiegene and oestradiol levels were also
reduced in STZ rats. However, the amounts@fiS8D and P450 aromatase were the same
in STZ rat ovary and controls, and the amounts B¥RSand p450scc were higher.
Streptozotocin treatment did not affect adiponecticeptors in rat ovary but it increased
AMPK phosphorylation without affecting MAPK ERKZ1fhosphorylation.

Conclusions

High levels of glucose decrease progesterone asulaoel production in primary
rat granulosa cells and in STZ-treated rats. Howethe mechanism that leads to reduced
ovarian steroid production seems to be differentitHermore, adiponectin receptors in

ovarian cells are not regulated by glucose.
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Background

Diabetes is associated with increased risk of wariodiseases including
cardiovascular disorders, and is also linkedreproductive problems such as impaired
folliculogenesis and steroidogenesis, anovulatiamd spontaneous abortions [1-6].
Although several studies have shown altered ovdtiantion in association with diabetes,
the molecular alterations in ovarian steroid meligbothat could explain these reproductive
dysfunctions remain to be elucidated. Cholesterefatmolism is profoundly altered in the
diabetic condition [7, 8], and cholesterol is tlssential precursor molecule in the synthesis
of steroid hormones. Follicular development andlatveon are dependent on proliferative
and differentiation changes in granulosa cells (G&sd thecalcells, which undergo
steroidogenesis upon stimulation with gonadotroging intraovarian cytokines [9]. For
example, FSH (Follicle Stimulating Hormone) and {GKInsulin-like Growth Factor-1)
stimulatethe expression of steroidogenic enzyneduding the cholesterol side-chain
cleavage cytochrome p450P450scc), 3B-hydroxysteroid dehydrogenase (3R3-HSD)
cytochrome P450 aromatase and the steroidogenie esgulatory protein (StAR), which
a protein that participates in the transport of lesi@rolfrom the mitochondrial outer
membrane to the inner membrgdd®]. The MAPK ERK1/2 signalling pathway has been
reported to bevolved in the regulation of steroidogenesis iamgrosa cells. Indeed, some
studies suggest that activation of MAPK ERK1/2agquired forpromoting steroidogenesis
and steroidogenic gene expressiongranulosa cells [11, 12]. Furthermore, we have
recently shown that the activation of AMPK, a kegulator of cellular energy homeostasis,
reduces progesterone secretion through inhibittdthe@MAPK ERK1/2 signalling pathway
in rat and bovine granulosa cells [13, 14]. Howeweremains to be determined whether
diabetes is associated with abnormalities in thendhnce of ovarian P450sc3HSD,
StAR, P450 aromatase or in MAPK ERK1/2 and AMPK gjftworylations.

Alterations of glucose concentratioman profoundlyaffect some reproductive
process. For example, glucdaserequired for hormone-induced maturation, buteunithe
appropriate culture conditions, elevated levelsghicose can suppress maturation [15].
However, these effects can be reversed by insibh Adiponectin is an adipokine that has
insulin sensitizing actions including stimulatioh glucose uptake in skeletal muscle and
suppression of glucose production in liver [16].nEe, adiponectin has attracted great
interest as an antidiabetic agent. Adiponectin aigtswo receptor isoforms, AdipoR1 and
AdipoR2, which have different tissue distributidg]. Expression of AdipoR isoforms can
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be regulated by hyperinsulinaemia and hyperglycadt8]. Adiponectin is a key adipokine
in the regulation of energy metabolism; howeveis #@lso able to control some reproductive
functions. Recently, the adiponectin system (addotin, AdipoR1 and AdipoR2) was
described in rat and human hypothalamus [19] ahdtaiy [20]. In rat primary pituitary
cells, recombinant adiponectin regulates GnRH recegxpression [20]. In mouseBlL2
gonadotrope cells and in rat pituitary cells, reborant adiponectin inhibits LH secretion
[20, 21]. Moreover, adiponectin and AdipoR2 areresped in rat and human placenta and
rat placental adiponectin mRNA increases in abuecgladuring pregnancy whereas
AdipoR2 has the opposite pattern [22]. Adiponeetitd its receptors are also present in
ovary of various species including pig [23, 24]icklen [25, 26] and rat [27]. Ledoux et al.
reported that recombinant adiponectin has a dieffeict on gene expression in porcine
follicular cells associated with ovarian folliclemodelling [24]. In recent work, our group
showed that adiponectin is mainly expressed irthrata-interstitial cells and could exert
paracrine effects on the steroidogenesis of graauleells [27]. The expression of the
adiponectin system in insulin target tissues (neysaflipose tissue and liver) in human and
animal diabetic models has been studied [18, 28-Pl@\wever, the expression of the

adiponectin system in reproductive tissues in dialamimals has not been explored.

We report an investigation of ovarian steroid piiohin and the protein levels of key
factors involved in steroidogenesis in two condisinin primary rat granulosa cells in the
presence of high glucose concentrations; and eptirotocin-treated female rats. In these

conditions, we also assayed adiponectin receptteipis in ovarian cells.
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Methods

Hormones and reagents

Purified ovine FSH-20 (oFSH) (lot no.AFP-7028D, 348/mg, with an FSH activity=175
times the activity of oFSH-S1) used for cultureatreent was a gift from NIDDK, National
Hormone Pituitary Program, Bethesda, MD, USA. Rduoiant human insulin-like growth
factor-1 (IGF-1) was from Sigma (St Louis, MO, USARecombinant human adiponectin
produced in the NSO mammalian cell system was wobdaifrom R&D (Lille, France).

Glucose was from VWR (Fontenay sous bois, France).

Antibodies

Rabbit polyclonal antibodies to adiponectin recep®o (4-39) and adiponectin
receptor 1 (41-65) were from Phoenix Pharmaceustitat. (Belmont, CA, USA). Rabbit
polyclonal antibodies to phospho-ERK1/2 (Thr202204), and phospho-AMPK alpha
Thrl72 were purchased from New England Biolabs(Beverly, MA). Rabbit polyclonal
antibodies to AMPI§1 were obtained from Upstate Biotechnology Inc @,aRlacid, NY,
USA). Rabbit polyclonal antibodies to ERK2 (C14) revepurchased from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Mouse monoclondibaaly to vinculin was obtained
from Sigma (St. Louis, MO, USA). Rabbit polycloradtibodies against p450scc, StAR and
3BHSD were generously provided by Dr. Dale Buchanates! (University of lllinois,
Chicago, USA) and Dr. Van Luu-The (CHUL Researcmt€e and Laval University,
Canada), respectively. Mouse monoclonal antibodyret) PA50 aromatase was purchased
from Serotec (Varilhes, France). All antibodies eveised at 1/1000 dilution for western

blotting.

Animals and experimental procedures

All procedures were approved by the AgriculturaleAgy and the Scientific
Research Agency and conducted in accordance wéthgtidelines for Care and Use of
Agricultural Animals in Agricultural Research anéaching. Eight week-old female Wistar
rats (n= 18) were purchased from Janvier Labordgofirance). They were housed with
controlled temperature and photoperiod (10h dasdkn®&sh light, light on from 0600-2000
h). The animals had ad libitum access to food aattmwDiabetes was induced in one group
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of rats (n=12) by an intraperitoneal injection ofllof 50mM sodium citrate solution (pH
4.5) containing streptozotocin (STZ, 55mg/kg bodsight). Control female rats (C, n=6)
were injected with 50 mM sodium citrate solutiorH(@.5). One week after injection,
plasma glucose levels were checked for each araméldiabetes was confirmed (plasma
glucose level >3g/l). Then, control and STZ-treaiatd were killed at diestrus. One sample
of blood was taken and then tissues (ovaries, lagctas and liver) were removed and
frozen for western blotting.

Isolation and culture of rat granulosa cells

Immature female Wistar rats (21 days) were injectedsubcutaneously with DES
(diethylstilbestrol, 1mg/day) every day for three @ys to increase the amount of
granulosa cells as previously described. On the tid day of DES treatment the animals
were killed and the ovaries removed aseptically antransferred to culture medium.
Granulosa cells were harvested by puncturing the ftcles allowing expulsion of the
cells. Cells were recovered by centrifugation, waghl with fresh medium and counted
in a hemocytometer. The culture medium used was Mafy's 5A supplemented with 20
mmol/L Hepes, penicillin (100 U/ml), streptomycin 100 mg/l), L-glutamine (3 mmol/l),
0.1% BSA, 0.1umol/l androstenedione, 5 mg/l transferrin, 20ug/l selenium and 5%
FBS. The cells were first cultured for 48h with noother treatment and then incubated
in DMEM medium without glucose and serum but contaning penicillin (100 U/ml),
streptomycin (100 mg/l), L-glutamine (3 mmol/l) and0.1 pumol/l androstenedione with
or without test reagents (glucose, FSH, IGF-1) fothe appropriate time as indicated in
the legend of the figures. All cultures were perfaned under a water-saturated
atmosphere of 95% air/5% CO2 at 37°C.

Western blotting

Lysates of granulosa cells or tissue were prepanmedice with an Ultraturax
homogenizer in lysis buffer (10 mM Tris (pH 7.450LmM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 0.5% Igepal) containing various protease bithrs (2 mM PMSF, 10 mg/ml
leupeptin, 10 mg/ml aprotinin) and phosphatasebittris [100 mM sodium fluoride, 10
mM sodium pyrophosphate, 2 mM sodium orthovanad&igma, I'lsle d’Abeau Chesnes,
France)]. Lysates were centrifuged at 13,000og 20 min at 4°C, and the protein
concentration in the supernatants was determinied ascolorimetric assay (kit BC Assay,

Uptima Interchim, Montlucon, France).
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Cell extracts were subjected to electrophoresid@¥ (w:v) SDS-polyacrylamide
gel under reducing conditions. The proteins wees thlectrotransferred onto nitrocellulose
membranes (Schleicher and Schuell, Ecquevilly, ¢garfor 2h. The membranes were
incubated for 1h at room temperature with Tris-brdtl saline (TBS, 2 mM Tris-HCI, pH
8.0, 15 mM NaCl, pH 7.6), containing 5% nonfat anyk powder (NFDMP) and 0.1%
Tween-20 to saturate non-specific sites. Thennteenbranes were incubated overnight at
4°C with appropriate antibodies (final dilution J0@0), in TBS containing 0.1% Tween-20
and 5% NFDMP. They were washed in TBS-0.1% Tweeni2fubated for 2h at room
temperature with a horseradish peroxidase-conjdgaméi-rabbit or anti-mouse IgG (final
dilution 1:10,000; Diagnostic Pasteur, Marnes-lay@zite, France) in TBS, 0.1% Tween-20
5% NFDMP, and washed again in TBS-0.1% Tween-2@ dignal was detected by ECL
(enhanced chemiluminescence, Amersham PharmadiecBidOrsay, France).

The films were analyzed and signals quantified with software MacBas V2.52
(Fuji PhotoFilm, USA, Inc.). The results are exgegs as the signal intensity in arbitrary
units after normalization to the signal for vineylused as an internal standard, and each

value reported corresponds to the means of thoEgpandent experiments.

Thymidine incorporation into granulosa cells

Granulosa cells (2xfoviable cells/500 pl) were cultured in 24-well dishin
McCoy’'s 5A medium containing 10% FBS for 48h andeviéhen serum starved for 24h in
DMEM medium without glucose: then 1 uCi/ul of [3Hymidine (Amersham Life
Science, Arlington Heights, IL) was added in theesgnce or absence of various
concentrations of glucose and/or FSH {181) and IGF-1 (1¢ M). Cultures were
maintained at 37°C under 5% g air. After 24h of culture, excess of thymidinas
removed by washing twice with phosphate-bufferetheaPBS), and the samples were
fixed with cold trichloroacetic acid 50% for 15 mamd lysed by addition of 0.5 N NaOH.
The radioactivity was determined by addition oh&tiation fluid (Packard Bioscience) and

counting in g-photomultiplier.

Progesterone and oestradiol radioimmunoassay

The concentration of progesterone (P) and oestréai) in the culture mediurof
granulosa cells was measured after 48f ltulture by a radioimmunoassay protocol as
previously described and adapted to measure stemidell culture medialhe limit of

detection of P was 12 pg/tube (60 pg/well) d@ine intra- and interassay coefficients of
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variation were lesthan 10% and 11%, respectively. The limit of detecof E2 was 1.5
pg/tube (7.5 pg/well) and the intra-and interassagfficients of variation were less than 7%
and 9%, respectively. Results are expressed ammbent of steroids secreted per 48h per
100 ug of protein, and values reported are means + Sfireé cultures of granulosa cells.
For each culture, about 30 to 40 rats were usedeact condition (FSH, IGF-1, glucose
alone or combined with IGF-1 or FSH) was analyzed times independently.

After extraction of steroids from serum, the corication of progesterone (Pg) was
measured by the RIA method as previously describkd.oestradiol (E2) concentration in
the serum was measured with a RIA KIT (DIASORIN témy, France).

Glucose, adiponectin, resistin and insulin plasmevels

Plasma glucose was assayed by the glucose oxidaf®an(Glucose Beckman
Analyser 2, Beckman, Palo Alto, CA}lasma adiponectin and resistin were assayed with a
rat adiponectin ELISA kit (Phoenix Pharmaceuticdifs;, Belmont, CA, USA) and a rat
resistin  ELISA kit (BioVendor laboratory Medicinelnc, Heidelberg, Germany),
respectively. Serum insulin levels were determiansitig a rat insulin ELISA kit (Mercodia

AB, Uppsala, Sweden).

Statistical analysis

All experimental data are presented as the me&D. One t-test (for comparison of
two means, Control and STZ) or one-way analysigasfance (ANOVA) (for comparison
of various means, for example different doses atgte) were used to test differences; if
ANOVA revealed significant effects, the means weompared by Newman’s test, with

P<0.05 considered significant.

230



Results

Effect of glucose on basal and FSH- or IGF-1-stimated Oestradiol and Progesterone
production in rat granulosa cells.

The effects of glucose treatment on steroidogeniesigat granulosa cells were
examined in incubations containing various coneditns of glucose for 48h.
Concentrations of glucose greater than 5 g/l wenend to inhibit the syntheses of
progesterone and oestradiol (data not shown). \&te ddtermined whether glucose (10 g/l)
affected the production of progesterone and odslradresponse to FSH or IGF-1. In the
presence of FSH (1), glucose (10g/l, 48h) decreased the secretioprofjesterone
(p<0.01) and oestradiol (p<0.01) by a factor ofgldore (Fig. 1A and B). In the presence
of IGF-1 (10°M), glucose (10g/l, 48h) decreased the secretioggsterone (p<0.01) and
oestradiol (p<0.01) by a factor of about three (Ey and B). Similar results were obtained
with a lower dose of glucose (5¢g/l, data not showimus, a high glucose concentration (5
or 10g/l) decreased both basal and FSH or IGFruttited progesterone and oestradiol
production in rat granulosa cells.

We then investigated whether this inhibitory effetiglucose on the production of
both progesterone and oestradiol resulted fromptiogluction of smaller amounts of the
three key enzymes in steroidogenesiBHSD, p450scc and p450 aromatase) and/or of
StAR, a major cholesterol carrier. Glucose treatnt2@ g/l, 48 h) in the presence of FSH
(10®M) decreased production oBBISD (Fig. 2A, p<0.001) and p450scc (Fig. 2B, p<Q)00
by a factor of about seven, halved the productibBtdR (Fig. 2C, 0.05) and reduced by
three-fold the production of p450 aromatase (Fig. 2<0.001), relative to the values in the
presence of FSH without glucose. In the presend&Bfl (10°M), glucose decreased the
amounts of the three key enzymes in steroidogema@sisStAR by a factor of three relative
to IGF-1 treatment without glucose (Fig. 2A to B50@05). Similar results were obtained
with a lower glucose concentration (5g/l, datastaawn).

In the basal state (no FSH or IGF-1), glucose rimeat (10 g/l, 48h) only halved the
production of BHSD, StAR and p450 aromatase (Fig. 2A, C and D,.@x0but did not
affect the amount of p450scc protein (Fig. 2B). §hthe decrease in FSH- or IGF-1-
induced progesterone and oestradiol secretionesponse to glucose treatment appears to

be caused by a reduction in the amounts of B¢SD, p450scc, StAR and p450 aromatase
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proteins. The inhibition of basal progesterone amdtradiol secretions in response to
glucose could be the result of a reduction in potidn of the BHSD, StAR and p450

aromatase proteins.

Effects of glucose on granulosa cell proliferaticand viability

We investigated whether the dose of glucose usexnt (® g/l) affected the number
of granulosa cells in culture, either by inductiminmitosis or by altering the cell viability.
[*H]-thymidine incorporation by granulosa cells teshtvith 10 g/l glucose was determined
after 24h of culture in the presence or in the absef FSH (18 M) or IGF-1 (168 M). As
expected, FSH and IGF-1 treatment significantlyréased JH]-thymidine incorporation
(data not shown). However, glucose treatment (eitheor 10g/l) did not affect cell
proliferation or cell number (data not shown). Glse (5 or 10g/l) had no effect on the cell
viability in the absence or in the presence of RBid IGF-1 as assessed by staining with

Trypan blue (data not shown).

Effects of glucose treatment on MAPK ERK1/2 phospylation and adiponectin receptor
expression in rat granulosa cells

We examined whether the inhibitory effect of gluea® progesterone and oestradiol
production was associated with a variation in thegphorylation of MAPK ERK1/2 and
AMPK. These kinases have been implicated in theledign of steroidogenesis [11-14].
We analysed the pattern of MAPK ERK1/2 phosphoigtain cells incubated with 10 g/l
glucose for various times (0, 5, 10, 30, 60, 120,rRig.3A), or with 10g/l glucose for 48h
in the presence or absence of FSH3 or IGF-1 (10°M, Fig.3B). MAPK ERK1/2
phosphorylation was significantly reduced after 18 of treatment with 10g/l glucose
(p<0.05, Fig.3A). It was also decreased in the Ibasal FSH-or IGF-1-stimulated
conditions used for assaying progesterone andamiskmproduction (48h of treatment with
10g/I glucose in serum-free medium, p<0.05, Fig). milar results were obtained with a
lower glucose concentration (5g/l, data not showv@. also determined phosphorylation of
Thrl72 in AMPK in similar conditions (effect of glase in the short and long term);
glucose (5 or 10 g/l) had no effect on AMPK phogptation (data not shown). We also
investigated the effect of a high concentratioglatose (10g/l) on the amounts of AdipoR1
and AdipoR2 (the adiponectin receptors) in rat glasa cells and we detected no

significant effect (data not shown).
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Glucose, insulin, progesterone and oestradiol plasievels in control and STZ-treated
rats

We next studied the steroid production in vivo tregtozotocin-induced diabetic
mature female rats. The body weight and plasmaogkitevels of control and STZ-treated
rats are shown in Table 1. STZ treatment did nterathe body weight whereas it
significantly increased the plasma glucose conaéintrs (glycaemia > 4g/l, p<0.0001) to
higher than that in control rats (Table 1, Fig. 4A¥ expected, serum insulin levels were
much lower in STZ-treated rats than in control (&ig. 4B, p < 0.001). Progesterone (Fig.
4C, p<0.001) and oestradiol (Fig. 4D, p<0.05) cotegions in plasma were also
significantly lower in STZ-treated than control auails.

3pHSD, p450scc and StAR in control and ST- treated ozaries

To examine possible alterations in the key proteetwired for progesterone and
oestradiol production, we used western-blot anslysi ovarian tissue. There was no
significant difference in the amounts oBF8SD or P450 aromatase in control and STZ-
treated rats (Fig. 5A and D). In contrast, theres wignificantly more P450scc (p<0.001)
and StAR (p<0.05) in STZ-treated animals than intid rats (Fig. 5B and C).

Effect of STZ treatment on the plasma levels of palnectin and resistin (A) and on the
amounts of AdipoR1 and AdipoR2 in rat ovary (B), sule (C) and liver (D).

The concentrations of adiponectin and resistin veggaificantly lower in STZ-treated rats
than in control rats (Fig. 6A). We next assayed dtligonectin receptors in ovary and, as
controls in muscle and liver, from control and Stf&ated rats. The amounts of AdipoR1
and AdipoR2 were similar in the ovaries of contaold STZ-treated rats (Fig. 6B). STZ
treatment did not alter AdipoR1 protein abundantemiuscle, but it decreased that of
AdipoR2 (p <0.1, Fig. 6C). AdipoR2 is the only rpter detectable in liver, and was
unaffected in this tissue by STZ treatment (Fig.6D)

Effects of STZ treatment on the MAPK ERK1/2 and AMRhosphorylation in rat ovary
We also analyzed the activation of various signgllpathways, including MAPK
ERK1/2 and AMPK, involved in steroidogenesis in gaanulosa cells [11-14]. In ovary,
AMPK phophorylation was increased by STZ treatm@id). 7A, p<0.001) whereas the
treatment had no effect on MAPK ERK1/2 phosphoigtat{data not shown). In muscle,
phosphorylation of both AMPK and MAPK ERK 1/2 werereased by STZ treatment

233



(p<0.05, Fig.7B). In contrast, MAPK ERK 1/2 phospfation in the liver was strongly
reduced by STZ treatment (p<0.001, Fig.7C).
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Discussion

We investigated the impact of hyperglycaemia onogdeproduction by rat ovarian
cells. We report that high concentrations of glecd® or 10 g/l) decreased both
progesterone and oestradiol production by rat pyngaanulosa cellsn vitro, in both the
basal state and in response to FSH or IGF-1. Tihibitory effect was associated with a
reduction in the amounts of3BISD, p450scc, StAR and p450 aromatase and of MAPK
ERK1/2 phosphorylation. In contrast, AMPK phosphatign was not affected by high
levels of glucose. We studied the steroidogenesisvo, in ovaries of the STZ-treated rats.
The streptozotocin treatment significantly decrdgslasma concentrations of progesterone
and oestradiol. Curiously, this was associated waithincrease in the amounts of p450scc
and StAR proteins in STZ-treated rats whereas theuats of BHSD and P450 aromatase
proteins were similar in STZ-treated and contr¢é.r&urthermore, AMPK phosphorylation
was increased in STZ-treated rat ovary whereasttieptozotocin treatment had no effect
on MAPK ERK1/2 phosphorylation. We also observedt tthe abundance of adiponectin
receptors was not affected by supra-physiologieaéls of glucose either in vitro in rat
granulosa cells or in vivo in ovaries of STZ-trehtats. Thus, glucose seems to be involved
in a series of metabolic pathways that collectivadgntribute to normal ovarian
steroidogenesis.

There are conflicting reports concerning the ineohent of MAPK ERK1/2 in the
regulation of steroidogenesis in various steroidpcing cells, probably because different
species (rodents and humans) and different cubystems have been used in different
studies. Consistent with our findings presente@ h&tudies in rats using primary cultures of
granulosa cells demonstrate that inhibition of MABRK1/2 decreased FSH-induced
progesterone secretion [12, 13, 30, 3JHSD [13] and StAR expression [12, 30, 31].
MAPK ERK1/2 regulates target gene expression bywatttg downstream transcription
factors including the steroidogenic factor 1 (SH33]. Furthermore, the34SD type 2
promoter contains a consensus sequence for SHITR3s, high concentrations of glucose
(5 or 10g/l) like those we used may reduce progeste secretion in rat granulosa cells
through inhibition of MAPK ERK1/2 leading to a redion in the BHSD and/or StAR
levels and consequently progesterone secretion. céfe not also exclude that high
concentration of glucose causes stress for the egll consequently a reduction of the
steroid production. We observed that high concénotra of glucose did not affect AMPK

activation. AMPK is considered to be a master dwitcregulating glucose metabolism: it
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acts as a fuel gauge, being activated in conditimingxtreme phosphate depletion and
inhibited by high levels of ATP [34]. In granulosalls, glucose can be metabolized through
the pentose phosphate pathway and this leads tprtwiction of ATP [35]. Thus, high
levels of glucose should reduce AMPK phosphoryratidowever, we can not exclude the
possibility that glucose regulates AMPK phosphdiglain rat granulosa cells but only in
conditions different to those we used (differensekor after different periods of time). We
recently showed that AMPK activation decreases gstagone secretion through MAPK
ERK1/2 inhibition in rat granulosa cells. As 10gjlucose did not affect AMPK
phosphorylation, it probably acts through anothetetular mechanism to inhibit MAPK
ERKZ1/2 phosphorylation. There is evidence thatbititin of MAPK ERK1/2 leads not only
to a decrease in progesterone secretion but alsin@ease in the P450 aromatase
expression and oestradiol production [12]. We reploat 5 or 10g/l glucose decreased
progesterone and oestradiol production, and itherefore likely that glucose uses a
molecular mechanism other than the inhibition of RKA ERK1/2 to reduce oestradiol
production. We found that 5 or 10g/l glucose did affect granulosa cell proliferation in
the basal state or in response to FSH or IGF-1sf lobservations are opposite to findings
for other cell types. For example, Turner and Bemnji37] and Hehenberger and Hansson
[36] have stated that glucose was important fdrpelliferation; they report that increasing
glucose levels to 18 and 15.5mM (about 3g/l), eetipely, increases fibroblast
proliferation, whereas further increases lead tanaibition of proliferation [36, 37]. Thus,
the effect of glucose on cell proliferation seemsli¢pend on the concentration used and the
cell type. We have shown that high concentratiohglocose (10g/l) did not affect the
abundance of adiponectin receptors in rat granutetls. However, it is plausible that
glucose modulates the signalling pathways activateddiponectin. We recently observed
that human recombinant adiponectin activated séveignalling pathways including
AMPK, MAPK ERK1/2 and p38, and also Akt [26]. Thuke effects of high glucose levels
on the adiponectin response in rat granulosa nebsl to be tested.

We also investigated the effect of hyperglycaeralzo(t 4g/l or 22 mM glucose) in
vivo in the ovary of streptozotocin-induced diabetiats. As expected, the plasma
concentrations of insulin were low in these STZbdigc rats and they also had lower
plasma adiponectin and resistin levels than ratrots The concentration of adiponectin in
plasma is diminished in type 2 diabetes [38] wherdahas been reported that the
adiponectin concentration increased in type 1 dialpatients [39, 40]. Our work suggests

that STZ rats may have a degree of insulin resistawe did not analyze the total body fat
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content. However, STZ rats seemed to lose fat rdes not shown) despite their body
weight not being significantly different to contso{mean: 2299 versus 214g p=0.1). The
decreased fat mass may explain the diminished adgim and resistin levels. We observed
that plasma progesterone and oestradiol concemigatvere lower in STZ-treated rats than
in controls suggesting that ovarian steroidogengésistion was altered. The decline in
steroid production in several diabetic states il d@cumented [5, 6, 41, 42]. However, the
mechanism of the reduction in ovarian steroidogenesot clear. In the present study, no
decrease in the amounts @HSD and p450 aromatase was observed whereas #le tdv
StAR and p450scc proteins were increased in STatedeanimals. In contrast, the amounts
of p450scc and StAR proteins were increased. Thas® are in a good agreement with
other studies that report no alteration to p45@sc83HSD [43]. Possibly, the activity of
these key steroidogenesis enzymes is decreasetiZzitr&ted rats and this could explain
the decline in steroid production in these anim&l&e found that the protein level of
adiponectin receptors (AdipoR1/R2) was similar botlovaries and in the liver of control
and STZ-treated rats. Only the AdipoR2 protein whghtly less abundant in muscle of
STZ-treated than control rats. Several studies leymored the mRNA for adiponectin
receptors in diabetic human and animal tissues,tl@desults are the subject of debate.
They depend on the body mass index, the levelsuiliim resistance and especially the tissue
type. In human and rodent type 2 diabetic modelNW& for insulin and the AdipoR1/R2
are altered in muscle and liver [18, 44]. Anotheayup concluded that the adiponectin level
is inversely correlated with obesity, diabetes srsallin resistance, whereas the amounts of
adipoR1/R2 mRNA increased in muscle in a compengagffect [28]. In contrast,
Hammarstedt’'s group and Yao's group reported noghan the expression of the two
adiponectin receptors in type 2 diabetic patient$ @dents [29, 45]. In the present study,
we observed higher levels of AMPK phosphorylatianthe ovary and also in muscle of
STZ-treated than control rats. AMPK is activated dnergy stress, for example glucose
deprivation [46]. In our model, STZ treatment causelack of insulin because of the
pancreatic function impairment. Thus, hyperglycaeaevelops but no glucose can enter
into the cell of the insulin target tissues. Thetldar stress may involve AMPK activation
in the various tissues explored including the ov@degpite it not being considered to be a
major insulin-dependent tissue. The increase in KM#tivation in the ovary of STZ-
treated rats may contribute to the decrease inestegone secretion in these animals.
Indeed, we have recently shown that AMPK activatiecreases progesterone secretion in
rat granulosa cells [13].
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Conclusions

Our various results suggest that high levels otgge (5 or 10g/l) decrease steroid
production. However, the mechanisms involved inrdduction in ovarian steroidogenesis
depend on the model used (in vitro primary rat glasa cells or in vivo ovary of STZ-
treated rat). In rat granulosa cells, high levdlglacose decrease the protein levels of the
main steroidogenesis factors whereas the amountthesfe factors are unchanged or
increased in the ovaries of STZ-treated rats. leambre, high levels of glucose did not
affect the abundance of adiponectin receptorstio ¥ rat granulosa cells or in vivo in the
ovaries of STZ-treated rats.
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Figure legends

Figure 1. Effect of glucose treatment on basal and FSH- or I&1-stimulated
Progesterone and Oestradiol secretions by rat grahosa cells.

Granulosa cells from immature rats were culturedd®&h in medium with serum and then in
serum-free medium in the absence or in the preseit@g/l glucose + 1M FSH or 10°

M IGF-1 (A andB) as described iMaterials and MethodsThe culture medium was then
collected and assayed for progesterdhegnd oestradiolR) by RIA. Results are means *
SEM for three groups of granulosa cells. Each graiugranulosa cells was obtained from
about 30 rats. Bars with different letters are siggntly different (p<0.05). The letter “a”
indicates values which are not significantly diéiet from control (without FSH or IGF-1

and glucose).

Figure 2: Effect of glucose treatment on the amoustof the BHSD, p450scc, StAR and
p450 aromatase proteins in rat granulosa cells.

Protein extracts from rat granulosa cells cultdoedi8h in the absence or in the presence of
10 g/l glucose + 1&M FSH or 1¢* M IGF-1 were subjected to SDS-PAGE as described in
Materials and MethodsThe membranes were incubated with antibodiegdaggjainst the
3BHSD (A), p450sccB), StAR (C) and p450 aromatasB) proteins. Equal protein loading
was verified by reprobing membranes with an amgulin antibody. Results are
representative of at least three independent expets. Blots were quantified and the
3BHSD, p450scc, StAR and p450 aromatase to Vincaiiog are shown. The results are
expressed as means = SEM. Bars with differentrietiee significantly different (p<0.05).
The letter “a” indicates values which are not digantly different from control (without
FSH or IGF-1 and glucose).

Figure 3: Effect of glucose treatment on MAPK ERKI12 phosphorylation in rat

granulosa cells.

Granulosa cell lysates were prepared from cellsbated with 10g/l glucose for various
times: 0, 5, 10, 30, 60 or 120 min (A) or with ll0glucose for 48h in the presence or
absence of FSH (M) or IGF-1 (10°M). Lysates (5Qug) were resolved by SDS-PAGE,
transferred to nitrocellulose membrane, and probigld anti-phospho-MAPK ERK1/2 and
then with anti-ERK2 antibodies. Representative fobm three independent experiments
are shown. Blots were quantified and the phosphtegi MAPK ERK1/2 / ERK2 protein
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ratio is shown. The results are represented as sne&EM. Bars with different letters are
significantly different (p<0.05). The letter “a” dicates values which are not significantly
different from control (without FSH or IGF-1 andugbse).

Figure 4: Plasma glucose (A), insulin (B), progesterone (C) and oeatliol (D)
concentrations in the control (n=6) and STZ-treatedats (n=12).

Plasma glucose was assayed by the glucose oxidatb@drPlasma insulin concentrations
were determined by ELISA and plasma progesterodeoastradiol were assayed by RIA.
C: control; STZ: streptozotocin. *p<0.05, **p<0.00

Figure 5: Effect of STZ treatment on the amounts othe HSD, p450scc, StAR and
p450 aromatase proteins in rat ovarian cells.
Protein extracts of ovaries from control and STeated rats were subjected to SDS-PAGE

as described iMMaterials and MethodsThe membranes were incubated with antibodies
raised against thepBISD (A), p450scc B), StAR () and p450 aromatas®) proteins.
Equal protein loading was verified by reprobing nbeame with an anti-vinculin antibody.
Blots were quantified and thggBSD, p450scc, StAR and p450 aromatase / Vinculiogsa
are shown. Data are shown as means = SEM, withfex=the control group and n=12 for
the STZ-treated group. *p<0.05, *p<0.001.

Figure 6: Effect of STZ treatment on the plasma legls of adiponectin and resistin (A)

and on the protein levels of AdipoR1 and AdipoR2 irrat ovary (B), muscle (C) and

liver (D).

A. Plasma adiponectin and resistin concentrations wetermined by ELISA. C: control;

STZ: streptozotocin. *p<0.05, ***p<0.001B, C and D. Lysates (50ug) of ovary (B),
muscle (C) and liver (D) from control and STZ-teshtrats were resolved by SDS-PAGE,
transferred to nitrocellulose membrane, and prolwét anti-AdipoR1 or anti-AdipoR2
antibodies. Equal protein loading was verified lprobing the membrane with an anti-
Vinculin antibody. Blots were quantified and theipaR1, AdipoR2/ vinculin ratios are
shown. Data are shown as means + SEM, with n=@hicontrol group and n=12 for the
STZ-treated group. *p<0.05, *p<0.001.

Figure7: Effect of STZ treatment on the phosphoryléion levels of AMPK and MAPK
ERK1/2 in rat ovary (A), muscle (B) and liver (C).
Lysates (5Qug) of ovary, muscle and liver from control and Sif&ated rats were resolved

by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membyraared probed with anti-phospho-
AMPK, phospho-MAPK ERK1/2 and then with anti-AMBK and anti-ERK2 antibodies,
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respectively. Blots were quantified and the phosghated protein / total protein ratio is
shown. Data are shown as means + SEM, with n=@hicontrol group and n=12 for the
STZ-treated group. *p<0.05, *p<0.001.
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Table 1: Body weight and plasma glucose levels of rats betoand after streptozotocin
treatment.

Before treatment After treatment
Body weight  Plasma Glucose Body weight Plasma Glucose
9) (9/1) (9) (a/l)
Control 179+ 4 1.20 £ 0.06 2305 1.1 +G.05
Streptozotocin 173 +5 1.10 + 0.02 215+ 6 411D

P<0.05, different letters indicate significant difénce between control and streptozotocin
animals

P<0.05, different letters indicate significant diftnce between control and streptozotocin

animals.
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Figure 2 :
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Figure 4 et 5
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Figure 6 :
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Figure 7 :
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Discussion
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A. Résumé des résultats

L’ensemble de ces travaux a permis de réaliseafdactérisation du systeme adiponectine
dans l'ovaire de trois espéces. L'Adipo et ses ptmes, AdipoR1 et AdipoR2, sont
présents dans I'ovaire de rate, de poule et de ferkite est plus exprimée au niveau de la
theque que dans la granulosa. Chez la femme, IAdipest méme indétectable. En
revanche, elle est quantifiable dans le liquidédalaire. Chez la rate, I'expression (ARNmM
et protéine) de I'Adipo et de son récepteur AdipoRdmble varier au cours du
développement folliculaire.

In vitro, chez ces trois espéces, I'Adipo recombinante lmem&ose physiologique),
augmente la sécrétion de la progestérone (chemukepdans les follicules préovulatoires
F2 et F3/4) et de l'oestradiol (rate, femme), inelygar I''GF-1. L’Adipo exerce une action
positive sur certaines protéines impliquées darsgdeoidogenése : soit en augmentant leur
expression (StAR et P450 aromatase, chez la fensmié)en augmentent leur activité
(suggeéré chez la rate). Enfin, certaines voieggiebsation peuvent étre activées telles que
les MAPKs (ERK1/2 et p38), Akt et 'AMPK.

De plus,in vivo, chez des rates diabétiques (Streptozotocine)\étro, dans des cellules de
la granulosa en culture, des concentrations élewd®sglucose n’induisent aucune
modification de I'expression des récepteurs Adip@RAdipoR2 de I'’Adipo. En revanche,
ces fortes concentrations entrainent une diminutette de la sécrétion de progestérone et
d’oestradiol induite par la FSH et I'lGF-1. L’'exgmaon des protéines impliquées dans la
stéroidogenése (StAR, P450scc, 3betaHSD et P45fatase) et la voie des MAPK
ERK1/2 sont altéréesn vitro. In vivo, les mécanismes semblent différents. La

phosphorylation de 'AMPK, est augmentée sans tdfatelle des MAPKs ERK1/2.

Devant ces résultats, plusieurs questions se posent

Ou est produite I'Adipo dans I'ovaire ? Existe-utihe variation de son expression au cours
du développement folliculaire ?

Quel est son role dans la physiologie ovarienne ?

La connaissance de I'Adipo permet-elle de compeendt dexpliquer certaines

pathologies de 'ovaire et plus particulieremergyadrome des ovaires polykystiques ?

251



B. Ou est produite l'adiponectine ? Existe-t-il une
variation de son expression au cours du développeme
folliculaire ?

L’Adipo, produite essentiellement par le tissu a&dip, est présente dans d’autres tissus,
chez les mammiféres. Trés réecemment, le systemaolalété décrit au niveau des organes
impliqués dans la fonction reproductive. Comme déjiporté dans cette thése, I'Adipo et
ses récepteurs sont présents dans le placentaedet de femme'?®*9, dans I'endométre
de souris et de lapine en début de gestafith €t dans I'endométre de femnf&®, dans
I'oviducte de rate ") et dans le testicule de rdf%. Le systéme Adipo a également été
identifié dans I'hypothalamus de rat et d’humait)(et au niveau hypophysair&}.

Plusieurs équipes, dont la nbtre, ont décrit lasgmée ce systemdans I'ovaire de
mammiféres tels que la truid*{*y et la rate ¥ mais aussi chez la poulé*yj. En
revanche, la localisation précise de I'Adipo etds récepteurs au niveau ovarien n’a jamais
été étudiée ou presque. Certains auteurs ont r@pp@présence dalesliquide folliculaire
(femme et truie) et la présence de ses récepta@ilif, AdipoR1/R2) dans les cellules de
la granulosa des follicule§*f***44§. Dans notre troisiéme article, nous avons coréiten
présence de I'Adipo dans le liquide folliculairehgz un petit nombre de femmes, sa
concentration dans ce liquide était supérieure |k i sérum, le jour de la ponction
folliculaire. Dans I'étude de Ledoux et al, la centration de I'’Adipo dans ce liquide était
identique a celle du sérum, chez la trff® Le liquide folliculaire est un exsudat et il est
donc composé, pour une large part, d’éléments durséLa concentration circulante de
I'Adipo est non négligeable ; cette protéine pomranc transiter du sérum vers le liquide
folliculaire. De plus, ce travail de thése a montn& production ovarienne de ce systéeme,
chez les trois especes étudiées (RT-PCR, Westetnitsimunohistochimie)L’Adipo (et
'AdipoR1 chez la poule), surtout présente dansthigue a été aussi mise en évidence,
ainsi que ses récepteurs, dans l'ovocyte et daosrfes jaune, chez la ralees récepteurs
ont donc été identifiés darteus les types cellulairesde l'ovaire y compris dans les
cellules de la granulosa, alors qu’elles n’expribyEas ou peu I’Adipo (femme, rate, poule).
Ces résultats ont été confirmés dans des cellu@hl ide la granulosa humaine (tumeur
ovarienne). Dans ces cellules, I'’Adipo ne s’exprpas (RT-PCR et Western blot) alors que

ses récepteurs sont détectables. Il faut notersquehez la poule la theque est facilement
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accessible, chez la rate, la séparation des celtidda granulosa de celles de la theque est
trés difficile. C’est pourquoi, dans ce cas, I'eegsion a été étudiée dans un mélange de
theque et d’interstitium. Chez la femme, dans diati de culture de théque, nous avons
utilisé des extraits d’ARN totaux et protéiquesissde cellules de theque humaine.

Dans la littérature, peu d’études font état desatians de ladiponectinémie durant le
cycle menstruel, chez la femme. Deux résultats somtradictoires. Dans le premier travail
de Kleibova et al, I'adiponectinémie ne changeaasours du cyclealors que dans I'étude
de Galvan et al, la concentration d’Adipo dansadegsest plus importante pendant la phase
post-ovulatoire immédiate que pendant la phasittéire et la phase lutéal®{**9. Chez

la truie, Ledoux et al ont montré une concentrafaentique de I'Adipo dans le liquide
folliculaire quelle que soit la taille des folli@d étudiés et aucune variation de I'expression
des récepteurs AdipoR1/R2 au cours du développefoliintilaire (**9. Chez la rate, nous
avons étudié I'expression des transcrits et I'exgimn protéique du systeme Adipo au cours
du développement folliculaire induit par les injeas de PMSG (pregnant mare serum
gonadotropin) puis de hCG (human chorionic gonagart). L'expression de I'Adipo et de
'AdipoR1 augmentait au cours du développemenidalhire, surtout apres le traitement
par hCG. L'expression de I'AdipoR2 demeurait inclée de facon assez surprenante
tandis que I'adiponectinémie diminuait. Ce dermésultat differe de ceux de la littérature.
L’hCG mime les effets de la LH alors que PMSG mieg effets de la FSH. Certains
auteurs ont montré, qu'au cours des cycles de f&tam in vitro (FIV) chez la femme
recevant de la FSH, I'adiponectinémie diminue abpuge le traitement par LH induit son
augmentation “0%. Dans le liquide folliculaire, il existe aussi eimugmentation de la
concentration d’Adipo apres traitement par la LHeciCserait expliqué, selon les auteurs,
par I'amélioration de I'insulino-sensibilité pendda phase folliculaire tardive, provoquant

ainsi une diminution des androgénes et une augti@mtde la production d’Adipa*t).

En conclusion, chez les trois espéces étudiéesexiste une production ovarienne de
'Adipo et de ses récepteurs. L'expression de I'’Agio semble principalement thécale.
L’ensemble de ce systéme est aussi présent au nivate I'ovocyte et du corps jaune.
De plus, comme le suggeérent certains résultats, Xpression ovarienne de ce systeme,
pourrait selon les espéces, varier au cours du cgcimenstruel chez la femme ou de

I'oestrus chez les animaux domestiques. Enfin, I'agine de la présence de I'Adipo dans
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le liquide folliculaire de femme est probablement duble : locale (ovarienne) et

périphérique (sérum).
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C. Quel est le role de l'adiponectine dans la
physiologie ovarienne ?

Dans ce travail, nous avons étuthéstéroidogenesen vitro, chez la poule, la rate et la
femme. Les cultures primaires de cellules de lagosa ont été utilisées. La collection
facile de ce type cellulaire et la découverte d’empression sutout thécale de I'’Adipo ont
fait préférer ce modéle. Une action paracrine dteqaotéine a été recherchée. Dans les
cellules de la granulosa, &gcrétion deprogestéroneet d'oestradiol induite parl'IGF-1
estaugmentéeen présence de I'Adipo recombinante humaine, thédemme et la rate.
Chez la poule, seule la progestérone est prodaitdeg cellules de la granulosa. Selon la
hiérarchie folliculaire, les follicules F5/F6 lefup petits, produisent plus d’oestradiol et le
follicule F1, le plus volumineux, prét a ovuleruplde progestérone (déterminante pour
I'ovulation). Les cellules de la théeque sont regainres de la sécrétion d’oestradiol, alors
gue les cellules de la granulosa produisent lagstégonel’action positive de I'’Adipo
n'est constatée que pour les follicules F2 et R8&bvulatoires. L’Adipo recombinante
humaine a été utilisée chez toutes les espécesée&tud_e pourcentage d’identité de
séquence entre les Adipo de mammiféres est tré®,étmuvent de plus 80% (poulet-
mammifére 50-60%). Il en est de méme pour les téoep AdipoR1 et AdipoR2 (humain,
porc, souris, poulet, >80%}°¢***4414%. Enfin, 'Adipo ne potentialise pas I'effet des
gonadotrophineschez la poule (LH et FSH), chez la femme et la (a&H).

L’Adipo recombinante humaine ne sempkes avoir d’effet sur I'expression des protéines
impliquées dans la stéroidogenesStAR, P450sce, 3 beta HSD) dans les cellulesade |
granulosa deate. Chez lafemme dans ces cellules, I'expression protéique dethR est
augmentée apres le traitement par I'’Adipo en piEsele FSH, alors que celle deH450
aromatasen’est stimulée par I'’Adipo gu’en présence d'IGR:-&s résultats de la littérature
sont différents. Ainsi, chez la truie, I'Adipo rembinante porcine (25 pg/ml) augmente
'expression basale (ARNm) de la StAR alors qu'eliminue celle de la P450 aromatase,
dans les cellules de la granulosa au cours de ldodeé périovulatoire “¢9).
Physiologiquement, la diminution de I'oestradioit $& pic de LH responsable de la rupture
folliculaire et de I'ovulation. Chez la vache, kaitement par I'Adipo (3 pg/ml) n’entraine
pas de modification de I'expression des geénes degnees de la stéroidogenése dans les

cellules de la granulos&®). Les espéces et les concentrations utiliséesippAdnéme si
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elles sont physiologiques, sont différentes sekm dtudes. Ceci pourrait expliquer une
partie de la discordance des résultats. De pluss das différents travaux, les auteurs
étudient soit I'expression des transcrits (ARNm)t d@xpression protéique. De plus,
I'activité des protéines n’a jamais été etudié@rgsence de I'Adipo. Enfin, il est important
de se placer dans un contexte physiologique, cangumermettent pas toujours les modeles
cellulaires. L'expression des protéines de la #tégenése varie au cours du cycle
menstruel et du développement folliculaire. Leupression est indétectable pendant la
croissance basale (mammiféere). Elle augmente pgsiyement au cours de la croissance
folliculaire dans les cellules de la granulosaatgicelles de la théque et pendant la phase
de croissance terminale et celle de maturatioropélatoire. L'expression de la CYP 19
(P450-aromatase) diminue au moment du pic de Liimonédiatement aprés (surtout chez
la femme). Ceci entraine une baisse de I'oestr@nhi@. Il faudrait donexplorer les effets

de I'Adipo sur I'expression et I'activité des protéines de la stéroidogenese, au cours d’'une
croissance folliculaire normali vivo, a I'aide d’un modéle animal.

Chez la rate, la potentialisation des effets stataurs de I'IGF-1 sur la production des
stéroides sexuels, par I'Adipo, semble étre rappwec son action sur lecepteur de
'GF (IGF1-R). Elle induit une augmentation de la phosphorylatienla tyrosine de la
sous-unité beta de I'lGF1-R. Ces résultats sonferord avec les propriétés insulino-
sensibilisatrices de I'’Adipo dans différents typedlulaires. Dans les cellules musculaires
'Adipo peut augmenter la phosphorylation de lsogime du récepteur de l'insuline et de
I'IRS-1 et activer ainsi les voies de signalisatRIBK/Akt (*°%).

De plus, I'étude desoies de signalisation des MAPKs (ERK1/2, p38), AMR et Akt
indique l'implication de certaines d’entre ellesndd’action ovarienne de I'Adipo. Il est
connu que I'Adipo active I'AMPK dans plusieurs tgpeellulaires °434%§. L’AMPK
joue un réle important dans le métabolisme énaggétiet surtout dans le métabolisme
lipidique (**. Rappelons que c’est & partir du cholestérolspre synthétisés les stéroides
sexuels. LAMPK induit un accroissement de l'u@ilion de lipides, de I'oxydation des
acides gras libres et de la dégradation des teégiges. Ce senseur métabolique est un lien
important entre le métabolisme et la reproducticAPMK est ubiquitaire dans I'ovaire
mais son expression est variable selon les espb@&glPK est présente au niveau des
différents types cellulaires du follicule (ovocyteimulus oophorysellules de la granulosa
et cellules de la theque) et dans le corps jaumez trois espéces (poule, rate et vache),
(®"*%9_ In vitro, son role a été étudié dans la stéroidogenése tlakesale la granulosa

(®7“%§ de ces trois espéces et dans la maturation aiceythez la souris, la vache et la
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truie (°*%9. L'activation de 'AMPK peut réguler la sécrétiate progestérone et ou
d’'oestradiol. Ses effets s’exercent sur I'exprassie trois protéines de la stéroidogenese
(StAR, P450scc et 3 beta HSD), ainsi que sur l& \dd@s MAPKs ERK1/2. Dans notre
travail, le traitement par I'Adipo induit un&ctivation tardive de la voie de TAMPK
(poule et rate; article 1 et 2) alors que l'aciivatest beaucouplus précocepour les
MAPK ERK1/2. Dans les cellules de la granulosa de femme, lasgdtorylation de
TAMPK n’a pas été mise en évidence (Article 3).dJstimulation plus longue avec des
doses plus importantes pourra étre tentée. LessdoBksées dans la littérature sont
physiologiques et comprises entre 3 et 25 pugfif(>*’. Il est important de tenir compte
aussi de la forme d’Adipo utilisée. Plusieurs étudat montré une différence d’activité
entre la forme entiere, monomeérique, les formanédriques, multimériques de tres hauts
poids moléculaires et la forme globulaifé4J. Les MAPKs sont trés impliquées dans la
stéroidogenés&t**73. Selon les espéces étudiées, I'hormone respandalih stimulation
de la voie desMAPK ERK1/2 (FSH, insuline, IGF-1) ou certaines phases dueg)lels
effets obtenus sont différents. Ainsi, I'activatida cette voie peugtimuler ou inhiber (la
3betaHSD par exemple) faroduction des stéroides sexuel€*’. Enfin, non étudiée
dans ce travailla voie de PPAR. peut étre activée par I'Adipo, via sa liaison a ses
récepteurs 9. Les PPAR ¢ ety) peuvent réguler & leur tour I'expression des gée
I'Adipo et de ses récepteur§ 1*’9. Ces PPARs occupent aussi une place importam da
la fonction de reproduction. Les PPARNt d’abord été localisés dans les cellules de la
theque {’"), alors que PPARont été mis en évidence dans les cellules dedaudpsa,
exercant des effets inhibiteurs sur sa lutéinisal6). L’Adipo pourrait via ses récepteurs
nucléaires agir sur la fonction ovarienne. Enfeg PPAR sont aussi impliqués dans le
métabolisme et la sensibilité a I'insuliféy.

Si des modeles animaux ont pu montrer que I'abséntede d’Adipo, chez la femelle,
n'interdit pas une certaine fertilité, il n'est pasclu que celle-ci soit diminuée. Dans
l'article de Ledoux et al, I'Adipo recombinante estpable de stimuler I'expression des
genes de la cyclo-oxygenase 2 (COX2), de la prizsidme synthase (PGES) et du VEGF,
dans les cellules de la granulosa porcittd.(Ces facteurs jouent un rdle trés important
dans la maturation pré-ovulatoire mais aussi dandélveloppement du corps jaune. Les
prostaglandines, entre autres, induisent la syatrds VEGF et facilitent la rupture
folliculaire, en induisant la libération des enzymerotéolytiques *{°**Y. L'équipe de
Ledoux et al montre aussi que I'Adipo potentialisetion de la LH et de I'insuline*{9).

L’ensemble des résultats et les propriétés de pAdinsulino-sensibilité, potentialisation de
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l'action de I'lGF-1, de linsuline et de la LH), ggérent une action s’exercant au cours du
développement folliculaire, surtout pendénphase péri-ovulatoire.Elle pourrait faciliter

I'ovulation.

Pour l'instant, nous n’avons exploré que la sté@gé&hese dans les cellules de la granulosa.
L’étude de la synthése des stéroides dans ledesetle la théque sera réalisée. Lagaly et al,
ont décrit pour la premiére fois un effet inhibitele I'’Adipo au niveau des cellules de la
theque bovine. Elle diminue I'expression des g&hesecepteur de le LH, de P450-scc, du
P450-1%, induit par I'IGF-1, ainsi que la production de larogestérone et de
I'androstéenedione induite par I'insuline, dans delules de la théque des larges follicules.
Les transcrits (ARNm) des récepteurs AdipoR2 y stug nombreux*f?.

Enfin, nous avons étudié la viabilité et la prakifiion cellulaire. Aucun effet de I'Adipo n’a
pu étre constaté. Ces résultats suggérent quepretitne n'intervient vraisemblablement
pas dans les phénomenes de prolifération cellutaired’apoptose. Kobayashi et al ont
décrit des propriétés antiapoptotiques de I'Adipapliquées dans la protection vasculaire
(*’3. L'Adipo ne serait donc pas impliquée dans I'sieéfolliculaire. Ce phénoméne

concerne environ 99% des follicules entrant enssamice(’®).

En conclusion, I'Adipo présente dans 'ovaire esséiellement au niveau de la theque
pourrait agir de fagon autocrine sur les cellules d la theque et/ou paracrine sur celles
de la granulosa, respectivement. Ces deux types loldires possédent, en effet, les
récepteurs AdipoR1/R2 de I'Adipo. Cette derniére pet réguler la stéroidogenese. Son
action semble varier au cours du cycle en fonctiodes besoins physiologiques. De plus,
'Adipo pourrait agir de concert avec les gonadotrphines (LH, truie) et d’autres
hormones (insuline et IGF-1), potentialisant certais de leurs effets. Enfin, I’Adipo
pourrait étre un marqueur de l'ovulation et peut-étre, de la qualité ovocytaire.
Rappelons-le, le systéme adiponectine a été déteaté niveau de I'ovocyte et du corps

jaune chez la rate (Figure 39).
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D. La connaissance de l'adiponectine permet-elle de
comprendre et d’'expliquer certaines pathologies de
I'ovaire, et notamment le SOPK ?

De nombreux travaux rapportent que dans des modeddisologiques (humains et
animaux), tels que l'obésité, le diabete de typmide SOPK, la concentration de I'Adipo
est diminuée ¥*§. Dans ces trois pathologies, I'excés pondéraocié a une
répartition anormale du tissu graisseux (localisatiacio-tronculaire, graisse viscérale),
cotoie souvent l'insulino-résistance, I'’hyperinsisme et un diabéte de type 2 avéré. Dans
ce contexte, un désordre du métabolisme lipidigastpas rare et il est associé a un fort
risque de maladies cardiovasculaires. De plus,idbete peut augmenter le risque de
troubles de la fonction de reproduction. Les atiéns concernent souvent la
folliculogénése, la stéroidogenese, 'ovulationeatrainent des grossesses pathologiques

(883 | "hyperglycémie peut induire des anomalies deméuration ovocytaire'?).

Afin d’essayer d’appréhender la pathologie, nousnawetudié, comme décrit dans I'article
4, I'impact de trés fortes concentrations de glecas I'expression du systéme Adipo et sur
la stéroidogenése, dans I'ovaire de rate. Des otrati®ns supra-physiologiques de glucose
entrainent une diminution de la synthése de prégast et d’oestradiol induite par la FSH
ou IGF-1. Cette altération de la stéroidogenesec@sstatéejn vitro, dans des cultures
primaires de cellules de granulosa de ratm etivo, chez des rates diabétiques suite a un
traitement par la streptozotocine (STZ). Les méganrs et les voies de signalisations
impliquées dans ces résultats semblent différentgtro et in vivo et donc dépendants du
modele utilisé. Chez les rates STZ, la destructapide du pancréas entraine une carence
insulinique, une perte de masse grasse tres pebaht et donc une diminution de
'adiponectinémie. De plus, le glucose est préseais n'entre pas dans les cellules, en
raison du manque d’insuline. Ce stress energéepguéeétre la cause logique de I'activation
de 'AMPK (*®%) et ce, méme dans I'ovaire. Enfin, I'expressios décepteurs de I'Adipo
n'est pas modifiée par des concentrations élevéagutose que ce sait vitro ouin vivo.
Dans la littérature les résultats sont trés comireds a ce sujet. Dans des modeéles de diabéte
de type 2 avec insulino-résistance, qui n'est paxtement celui généré ici, 'expression

des transcrits des récepteurs AdipoR1/R2 tend meanigr dans le muscle. Il s’agirait d’'un
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phénoméne compensatedt’( En revanche, les équipes de Hammarstedt et denéa
constatent aucun changement chez des patientstidisd= et chez des rongeurs’(®).
Dans I'ovaire, aucune étude n’'avait été effectlke doit étre complétée par I'utilisation

d’'un modele diabétique avec une insulino-résistamae.

A la lumiére de tous ces éléments, nous allonsyesshintégrer le systeme Adipo dans la
physiopathologie du syndrome des ovaires polykystsg Ce syndrome est une pathologie
du métabolisme et de la reproduction. Cette affectist fréquemment rencontrée chez les
femmes (5 & 10%) 2\ Cliniquement, ces patientes présentent une hppeogénie, une
oligo-anovulation chronique, des ovaires polykystis| diagnostiqués par échographie et un
trouble de la fertilité. Une accumulation centradies graisses et une insulino-résistance
peuvent étre observées indépendamment d’une off&&ité®y. Les patientes atteintes du
SOPK ne sont pas toutes obeses. Trente a soixanp®ur cent d’entres elles (USA) sont
concernées selon les étudé8%( La répartition anormale des graisses, plutotrig¥e, et
laugmentation de la graisse viscérale sont desct@nistiques communes aux patients
présentant une insulino-résistance et d’autres blesu métaboliques (glucidiques,
lipidiques). L’insulino-résistance (IR) précede plfmrition de I'hyperglycémie dans le
diabéte de type %) et pourrait aussi étre & I'origine des anomatiesla reproduction
rencontrées dans le SOPK. Les origines de I'IR sautiples. L’héritage génétique peut
interagir avec I'environnement®%). L'abus énergétique permanent est la source d’'un
stress et d’'un état inflammatoire chronique et divauvais fonctionnement des acteurs de
linflammation (***%3, entretenant le stress chroniq&*{®y. Dans le tissu adipeux, la
surcharge lipidique devient ingérable. D’autregssitle stockage sont recherchés. Il est
constaté un flux accru d’acides gras, une hypoigsulaire, un stress des organelles
cellulaires (réticulum endoplasmique, mitochondries la mise en jeu pathologique des
mécanismes de I'inflammation. Les voies de sigatbs de c-jun Nterminal kinase (JNK)
et nuclear factokB (NF xB) sont stimulées dans ce tissu adipeux maladetilation de
ces voies entrainent 'augmentation de I'expresslanTNFy et de I'lL6 et de MCP-1
(monocyte chemo-attractant protein-1), parmi demit®. Chez la souris, ces différents
signaux diminuent la sensibilité tissulaire & litise et altérent sa signalisatioti>(*®y. Le
dysfonctionnement suscité, peut donc atteindreotganelles fondamentales de la cellule
(Réticulum endoplasmique, RE et Mitochondrié$)1%y. Le premier est le site principal de
la synthese protéique. L'accumulation de protéigess la lumiére du réticulum

endoplasmique, physiologique (cellules sécrétrieesurtout physiopathologique (protéines
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mal repliées) entraine l'apparition d'une répon&dR Wunfolded protein response). Cette
réponse joue un réle majeur dans les cellulesta t@pacité sécrétrice comme les cell@iles
du pancréas'(®). Des altérations qualitatives et ou quantitatisest a |'origine par exemple
de la mise en jeu des voies de signalisation tplle INK, qui inhibent la signalisation de
linsuline (Phosphorylation d’IRS-1FY%) ou I'activité des PPAR(®?.

Chez les femmes porteuses de ce SOPK et insulgistagtes, il semble exister une
inflammation chronigue modérée qui est associéeexcds de masse grasse et a sa
répartition centrale®(?. D’ailleurs, les traitements de l'insulino-résiste (Metformine et
TZD) et donc du diabéte de type 2, sont utiliséscawn certain succes dans ce syndrome
(**%  'adiponectinémie dans ces modeéles pathologidabésité, diabéte et SOPK) est
diminuée, suggérant le rapport entre I'IR et Issbaide I'adiponectinémie. Dans un travail
non encore publié réalisé dans un modele de rabés Kakizaki (modéle de diabéte de
type 2 sans exces pondéral), nous avions constséchiez les rates de 4 semaines,
linsulinémie n’avait pas encore augmente, la ghyee était encore normale, alors que
'adiponectinémie était plus élevée que celle d¢ssrcontrdles. En revanche, chez les rates
de 10 semaines, linsulinémie et la glycémie étajns hautes que chez les contrdles,
témoin de l'insulino-résistance, alors que l'adipcimémie était supérieure a celle des
contrbles. Cette étude était préliminaire. Cepetdamnaissant les propriétés de I'Adipo,
Nnous pourrions assister a un accroissement dexgwassion et de sa synthése, au début du
processus pathologique, suggérant un phénoméneecsateur. Enfin, si la pathologie du
tissu adipeux devait persister, les phénomeneanmfiatoires I'emporteraient et pourraient
diminuer I'activité, puis, ou en méme temps, lategse de I'Adipo et ou de ses récepteurs.
Dans l'introduction, vous avez pu lire que le TiNEt I'Adipo s’inhibent mutuellement
(*°215715% De plus, les interleukines, IL-6 et IlBdiminuent I'expression de 'ARNm de
I'’Adipo in vitro (**%). Il est & noter que la leptinémie, contraireméetiadiponectinémie est
souvent augmentée dans ces modeles pathologiqae$ 6 déficit génétique). Les
cytokines de l'inflammation (TNF-alpha, IL-1) augment I'expression du géne de la
leptine. La lipotoxicité et la diminution d’insulbrsensibilité, qui atteint le foie, les muscles
et le pancréas') pourraient exister aussi au sein de I'ovaire. pl@snomeénes pourraient
étre a l'origine d'une baisse de I'adiponectinéroie de son activité au niveau du tissu

adipeux mais aussi dans l'ovaire ou le cerveau.
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Figure 40: Modeéle hypothétique de l'action de l'adipnectine dans un modéle
pathologique (insulino-résistance + SOPK) :

- maladie du tissu adipeux, inflammation chronigosuylinorésistance

- effet négatif des protéines de l'inflammation Bexpression de 'adiponectine

- effet négatif dg Androgénes sur I'expression de I'adiponectine

Tissu adipeux « malade »!

= diminution de I'effet de I'adiponectine Adapté d’Ehrman et al,, 200%) (
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La physiopathologie du SOPK n’est pas claire. Ligkdproduite dans I'ovaire et celle issue
du tissu adipeux, pourraient étre l'un de ces asteEn cas d'IR, il existe une
hyperinsulinémie, responsable directement et iotBraent del’hyperandrogénie (9).
L’insuline agit de maniére synergique a I'action ldeLH, qui favorise la production des
androgénes au niveau des cellules de la thequevdenne mise en doute ?). De plus
insuline inhibe au niveau hépatique la synthésela sex homone binding globuline
(SHBG), protéines porteuses de stéroides sexuglsohcentration de testostérone libre est
souvent plus élevée dans ce cas. De plus, danfORKSles cellules de la theque
transforment plus facilement les précurseurs ar@mnoges en testostérone par une
augmentation de l'activité de la 17 alpha-hydrosgl&€17,20 lyase et de la 3 beta HSD
(%. La carence d’Adipo peut entrainer unebaisse de linhibition de la synthése
d’androgénespar les cellules de la theque. Elle diminue I'egsion du CYP17 chez la
vache . Inversement, I'hyperangrogénie peut étre a dioe de la baisse de
I'adiponectinémie’%*). C’est un cercle vicieux.

L'oligo-anovulation. D’apres les résultats de la littérature et lesas) I’Adipo potentialise
les effets de I'insuline, de I'lGF-1 et la LH, fav®ant ainsi en partie, le bon déroulement de
la phase péri-ovulatoire et ovulatoire Enfin, le systeme adiponectine/AdipoR, pourrait
réguler négativement I'expression des récepteur@miRH des cellules hypophysairds’y

et la sécrétion basale de la LH et celle stimulée pde GnRH dans des cellules
gonadotropes IBT2 hypophysaires de rat(*****3. L’Adipo pourrait effectuer un controle
central de la fonction ovarienne. Dans le SOPKsilsouvent décrit une augmentation de la
LH ou du ratio LH/FSH. La carence d’Adipo ou soriade d’activité pourrait contribuer a

ces anomalies.

En conclusion le systeme Adipo s’exprime dans l'ovaire et plus paculierement au
niveau de la theque. Son action pourrait étre autate ou paracrine sur les cellules
ovariennes et endocrine (ou autocrine) sur I'axe lpothalamo-hypophysaire. L’Adipo
pourrait réguler la stéroidogenese ovarienne, en nmdorcant [l'action des
gonadotrophines et/ ou exercer un rétrocontréle rgatif sur ces dernieres. Enfin, en
raison de ses propriétés insulino-sensibilisatrice$ Adipo pourrait étre un autre lien
essentiel entre la fonction de reproduction et le étabolisme, d’autant que les voies de
signalisation gu’elle semble utiliser ont déja étémpliquées dans ces deux fonctions
(AMPK). De plus, I'Adipo pourrait étre impliquée dans le dysfonctionnement ovarien

existant dans le SOPK (Figure 40). D’autres invegations sont nécessaires afin de
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mieux comprendre la physiopathologie ovarienne etqut-étre aboutir a la découverte
de cibles thérapeutiques.
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Perspectives et conclusions
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Ce travail nous a permis d’émettre un certain nenabinypotheéses quant au réle de I'’Adipo
dans [l'ovaire. Dans les perspectives, nous soulsitoéaliser des expériences
complémentaires afin de mieux définir son actiomegau ovarien et peut-étre, au niveau
de I'axe HHG. Enfin, nous tenterons, via I'’Adipdexpliquer une partie des interactions

entre la reproduction et le métabolisme.
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_Lumiéere visible_

Lumiére Bleue (475 nm

Cellules KGN Cellules R2 Cellules R1

Figure 41 Inactivation du géne de I'AdipoR1 et de 'AdipoR2ns les cellules KGN, par ARNi. Les
cellules sont étudiées en lumiére visible et flsoemce GFP. Cellule KGN, sans RNAI; les cellules R1
exprimant RNAi AdipoR1, meurent; les cellules R2p@mant ARNi AdipoR2, sont viables.

D’aprés Pierre P. et al, 2008.

268



A. Poursuivre I'étude du rble de I'adiponectine slan
I'ovaire

Dans les cellules de la granulosd’étude du systeme Adipo pourra étre complét@m S
expression ovarienne pourra étre observée, au chumdeveloppement folliculaire, chez
certaines espéces animales,vivo. L'effet de I'Adipo sur l'activité des protéinesda
stéroidogenése pourra étre décrit, dans les cellde la granulosain vitro. Enfin,
I'utilisation de modele animal présentant une idation du gene de I'Adipo ou de ses
récepteurs serait une aide précieuse. Cette imtalid pourrait étre ciblée dans I'ovaire.
Cela permettrait de mieux comprendre et de mieéxiper le réle au niveau ovarien. Les
données de la littérature sont contradictoires eepparmettent pas de conclure. Certains
modeles murins présentant une invalidation complétegene de I'Adipo conservent une
fertilité¢ normale ¥3°%4"%%, d'autres, surexprimant I'adiponectine présenteme stérilité
(137420438 De la méme facon, si pour certains, l'invalidatides récepteurs de I'Adipo ne
provoque aucune baisse de la fertilité (male etefirh (°°*%Y, d'autres décrivent, par
exemple, une anomalie de la spermatogenese sewmrdlaiinvalidation du gene de
I'’AdipoR2 (**9).

Résultats préliminaires :Dans l'attente de ces modeéles, notre équipe a téolserver les
conséquences d’une inactivation d’AdipoR1 et Adipgfar ARN interférence (ARNi) dans
une lignée de cellules de la granulosa humaine (K&Mtude de ces cellules est utile
avant d’envisager des études complémentaires plpsriantes sur les cellules de granulosa
humaine, d’obtention difficile. Rapidement, les lgkels dites R1 (exprimant I’ARNi
AdipoR1) meurent (effet non observé avec un ARNitce) Figure 41). A I'inverse, les
cellules dites R2 (exprimant 'ARNi AdipoR2) sontbles Figure 41). Il existe une forte
inhibition de I'expression de I'AdipoR2 dans ledlales R2. En revanche, la prolifération et
la viabilité cellulaire de ces cellules R2 [+/- IGR5x10°M) ou Adipo (10pg/ml)] ne sont
pas différentes de celles des cellules KGN, sanbliAgue jappelle KGN. Les sécrétions
de progestérone (P4) et d’oestradiol (E2) sont auées par rapport a I'état basal apres un
traitement par I'lGF-1 et la FSH (5x¥pdans les cellules KGN et les cellules R2 (p<Q,05)
Cependant, pour ces derniéres, la production det B4&E2 est diminuée apreés le traitement
par la FSH et la FSH-IGF-1 (p<0,0001) ainsi quprtzduction d’'E2 aprés I'|GF-1
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I'IGF1 et la FSH sur (n = 3)

D’aprés Pierre P. et al, 2008
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Figure 43 Activation précoce de la voie de signalisatios ¥APK ERK 1/2 par l'adiponectine
(10 pg/ml) dans les cellules KGN et R2.

D’aprés Pierre P. et al, 2008
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(p=0,0059) Figure 42 A et B) L'AdipoR2 pourrait jouer un réle dans la répordes
cellules de la granulosa humaine a la stimulatiedadFSH et de I'lGF-1 et donc dans la
régulation de la stéroidogenese. De plus, nous savaontré [I'activation rapide et
transitoire, par I'Adipo, de la voie de signalisatides MAPK ERK1/2 dans les cellules
KGN. Cet effet est absent dans les cellulesiR@ufe 43). Ces résultats viennent étayer nos
premieres conclusions. L’Adipo, de psa liaison a I'’AdipoR2 dans I'ovaire, pourrait
potentialiser I'effet des gonadotrophineset d’autres hormonedQGF-1, insuline). Ses
propriétés, notamment insulino-sensibilisatricesurpient expliquer une partie de son
action régulatrice sur la stéroidogenése. De plsyoie desMAPKs ERK1/2, déja
impliquée dans la synthése stéroidienne, seraieldes voies de signalisation utilisée par
I'’AdipoR2. Enfin, la littérature rapporte deffets anti-apoptotiquesde I'Adipo (9. Cette
action pourrait se faire plutot via sa liaisoiAdipoR1, dans I'ovaire. L'AdipoR1 semble

ici lié a la survie cellulaire ovarienne.

Nous voudrions réaliser I'étude du systéme Adipasdies cellules de la thequeée rate, de
vache, et de femme. La theque est la source eslbemtes androgénes ovariens si souvent
cités dans la physiopathologie du SOPK, chez larferfy).

Nous essaierons d’obtenir des cellules de théqueukare primaire a partir de modéles
animaux. Les investigations chez la femme soneédésation plus difficiles. Pour I'instant,
nous ne disposons pas de culture cellulaire deuthbgmaine. Nous réaliserons également
une nouvelle analyse immuno-histochimique sur degpes d'ovaires chez ces différentes
especes. Chez la femme, sur des coupes dovairesanr, les résultats préliminaires,
n'étaient pas interprétables en raison d’'un bratfdnd trés important. De nouvelles
conditions doivent étre testées. Enfin, la stérgém@se (surtout la synthese d’androgenes),
les protéines impliquées dans cette synthese (SRARQscc, 3beta HSIZYP17) ainsi que

les voies de signalisation, surtoltAMPK et lesMAPKSs, seront étudiées dans les cellules

de theque, en présence d’Adipo recombinante.

Adiponectinematuration ovocytaire et développement embryonnaire

D’autre part, un projet d’étude sur I'espece bovewt en cours. Les travaux sur le

développement embryonnaire ont débinéjitro. Les résultats sont en attente. En revanche,
'Adipo semble améliorer la maturation ovocytaies, accord avec les conclusions d’une
étude récente. Chappaz et al ont montré des gfteiifs de 'Adipo sur la maturation

ovocytaire et sur le développement embryonnaireitro, chez le porc®®?).
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Figure 44 : Effet de I'état nutritionnel sur I'expression dézepteurs de I'adiponectine dans l'ovaire de

rate (21jours). Le jeline de 24 h augmente I'exyasde 'ARNm de I'AdipoR1 (A) sans modifier
I'expression de I'Adipo R2 (B)p(< 0,09 (Northern blot).
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Figure 45 (A et B):Les rats Goto Kakizaki (GK)modele de diabéte de type 2 sans

obésité

A. Lignée obtenue par croisements sélectifs de rateanox (wistar) sélectionnés sur la base

d’'une légeére intolérance au glucose

B. Chronologie d'apparition du diabéte spontanéadiGK

D’apres B. Portha, Médecine/sciences, 2003
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Figure 46 (A, B, C):Chez les rates GK 4 semaines, il existe une légégenentation de la glycémie (A),
alors que l'insulinémie (B) est stable et I'adipoti@émie est augmentée (C).
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Des travauxin vitro etin vivo, seront réalisés sur des modeles animaux sainsansss sur
animaux porteurd’'un diabéte ou d’'un SOPKinduits chez des femelles.

Résultats préliminaires :

Etat nutritionnel et adiponectine dans I'ovaire

Chez des rates wistar immatures (21j), nous avbaereé I'influence de I'état nutritionnel
sur I'expression des récepteurs de I'Adipo dangdi@. Les rates d’'un premier groupe
(n=10) sont nourriead libitum puis sacrifiées. Un second groupe est nourri pousnés a

un jedne de 24 h avant d'étre sacrifie. L'exprassite 'ARNmM de I'AdipoR1 et de
I’AdipoR2 est étudiée par northern blot. L'expressde I'AdipoR1 augmente apres le jelne
alors que celle de 'AdipoR2 est inchangée. Chesolaris, des résultats identiques ont été
décrits dans le tissu adipeux sous cutaig€t dans I'hypothalamus®™*Yy. (Figure 44)
Modele de rate diabétique

Nous avons étudié dans un modeéle deGatio-Kakizaki (GK), I'expression ovarienne du
systeme Adipo(collaboration avec le Professeur Bernard PORTHARGNParis) Figure
45). Il s’agit de rats diabétiques de type 2 sangexywondéral, avec insulino-résistance. La
glycémie et linsulinémie sont élevées, chez lesesaGK de 10 semaines. Le
dysfonctionnement métabolique est présent. L'addptinémie est augmentéeéigure 46 et
47). L'expression protéique du systeme Adipo dansdie ne semble pas étre modifiée
dans ce modéle excepté I'expression de I'AdipoR2zdes rates 4 semaindsgure 48).
L’augmentation de I'adiponectinémie et de I'expressle son récepteur AdipoR2 pourrait
correspondre a une réponse compensatrice, intarvanatade précoce de la maladie. Cette
interprétation a été proposée I'équipe de BIUHéY) ((Figure 48). Des investigations

complémentaires seront nécessaires.
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Figure 49: Analyse de I'expression ovarienne de la résistimez la rate de 21 jours 24 h
apres l'injection de PMSG seule ou de PMSG + h@@r{linohistochimie)
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B. Interactions entre adiponectine et résistine

La résistine semble posséder des propriétés irs/eeseelles de I'Adipo. Notamment, elle
pourrait favoriser ou étre le témoin de l'insulirsistance. Alors que l'adiponectinémie
diminue dans ce cas, la concentration plasmatiguia désistine augment&’)( Son role
exact est encore trés controversé chez I'humaichez I'animal. Chez des rongeurs
présentant un syndrome meétabolique, I'expressiotadésistine dans le tissu adipeux est
diminuée (). En revanche, I'invalidation du géne de la résisthez le rat peut améliorer
la sensibilité & I'insuline et entrainer une dintion de la glycémie a jeuri®j. A ce jour, le
récepteur de la résistine n'est pas connu. Cedigagsans doute le manque de données
précises sur son mode de fonctionnement. Enfia, été montré que certaines femmes,
porteuses d'un SOPK, exprimaient au moins deux fdiss de résistine au niveau
adipocytaire 9. Dans un travail non encore publié, nous avonsntréo par
immunohistochimie, la présence de la résistine dawsire de rate. Sa localisation est
essentiellement thécale comme I'Adipo mais ausscyhaire et dans le corps jaurkggure
49). D’autres explorations sont nécessaires pour radter si ces deux protéines
« dialoguent » entre elles. Un équilibre hormonatree I'’Adipo et la résistine au niveau

ovarien pourrait étre indispensable a la régulatieta fonction ovarienne.
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C. Action centrale de I'adiponectine

L’action centrale de I’Adipo sur les sécrétions dyalamo-hypophysaires (GnRH, FSH et
LH) sera explorée, tout comme ses mécanismes. &mn geut étre endocrine, paracrine
et/ou autocrine. Comme déja décrit, I'Adipo estrerpe dans les tissus périphériques et
dans le cerveau : dans I'hypothalamus chez I'hureaile rat et dans I'hypophyse de rat.
Chez le rongeur, Rodriguez et al ont montré quelipd pouvait contréler négativement
I'expression des récepteurs de la GnRH et la séoréte la LH {*%). De plus, I'Adipo
semble, via ’AMPK, pouvoir induire la prise alintaire ¢*%). La présence, au niveau du
noyau arqué de I'hypothalamus, de I'Adipo, du NRYdes récepteurs de la leptine, suggere
un dialogue entre ces moléculé83y. Par exemple, I'Adipo, comme le NPY, pourrait
stimuler la prise alimentaire''f), la leptine étant responsable de la satiélg Enfin,
I'interaction entre ces trois molécules pourraittedler I'axe hypothalamo-hypophysaire et
participer a l'initiation de la puberté. La leptie¢ le NPY semblent, en effet, réguler la
libération du GnRH et des gonadotrophines (anirfiatf®3.
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D. L'adiponectine dans le SOPK

Suite aux résultats obtenus (notamment, artickt &)ceux de la littérature, nous souhaitons
réaliser une étude clinique et fondamentale afimd=ux caractériser le lien entre I'Adipo
(peut-étre la résistine) et les femmes atteinteS@RK. Ce travail se fera en collaboration
avec les services du Professeur Royere (Biologidadeeproduction) et du Professeur
Lecomte (Endocrinologie). Nous nous intéresserodssapatientes porteuses d’'un SOPK,
consultant pour procréation médicalement assis®&A). Elles devront étre parfaitement
phénotypées et avoir signé un consentement éclaikdipo (et peut-étre la résistine) sera
dosée dans le sang et dans le liquide folliculdg&rgour du recueil ovocytaire. Des cellules
de la granulosa seront collectées a partir du dejuplliculaire. Des cultures primaires
seront réalisées a partir de ces cellules. Laisi@genése, les protéines impliquées dans la
synthése stéroidienne et les voies de signalisagoont explorées. L'effectif de cette étude
sera plus important que celui du premier travalisé chez la femme. Des collaborations
régionales et peut-étre nationales pourront étresagéees. Enfin, nous pourrons étudier

d’autres modeéles pathologiques, tels le diabetébasité.

En conclusion, le fonctionnement ovarien et lepoas existant entre la reproduction et le
métabolisme, sont extrémement complexes. Nous @spéue ces premiers résultats, aidés
de travaux complémentaires, permettront de mieurmpecendre la physiopathologie

ovarienne et le fonctionnement de I'axe HHG. L’Adligemble étre un lien potentiel entre la
reproduction et le métabolisme. Les résultats dedeé futures permettront peut-étre de

découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques, dargiomaines.
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Annexes

Liste des abréviations

3B-HSD

ACC

ACRP30

ACTH
ADD1/SREBP-1c

Adipo
AdipoR1/R2
ADP
AKT
AICAR
AG
AgRP
AMP
AMPc
AMH
AMPK
apM1
APPL

ARN(m)
ARNi
ATP
BMP-15
BSA

P-hydroxysteroid-deshydrogenase

Acétyl CoA Carboxylase

Adipocyte Complement-Related Protein okB@
Adreno Cortico Tropic Hormone

adipocyte determination and diffeiegidn factor-1/sterol regulatory
element binding protein-1c

Adiponectine

récepteur 1 et récepteur 2 de 'adiptine

Adénosine diphosphate
PKB (protein kinase)
5-aminoimidazole-4-carboxamide@tb-riboside

Acides gras

Agouti-related protein

Adénosine monophosphate

Adénosine monophosphate cyclique
Anti-mdllerian hormone

5’AMP-activated protein kinase

adipose most abundant gene transcript 1

adaptator protein containing pleckstrin htogyg domain,

phosphotyrosine-binding domain, and leucin zippetif

Acide ribonucléique (messager)
ARN interférence

Adénosine triphosphate

Bone morphogenetic protein 15

Bovine serum albumin
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C/EBRx
CART
COC
COX-2
CEBRx
cox-2
CYP11A1
CYP17
CYP19
DES

E2

EGF
ELISA
ES
ERK1/2
FBS
FCS
FGF-2
FlZZ
FSH
G6Pase
GDF-9
GFP
GH

GLUT1/GLUT4

GnRH
HDL
HHG
HHO
HWM
HSD (3R)
HSL
hCG
IGF-1

CCAAT/enhancer-binding proteon

Cocaine- and amphetamine- regulated trgstscr

Complexe cumulo-ovocytaire

Cyclooxygenase-2

CCAAT/enhancer binding protein-alpha
Cyclo-oxygénase 2

P450-scc

17alpha hydroxylase/17,20 lyase
P450 Aromatase
Di-Ethyl-Stilbestrol

(Estradiol

Epidermal growth factor

Enzyme-Linked ImmnunoSorbent Assay
Embryonic Stem

Extracellular-regulated kinase 1/2
Fetal bovine serum

Fetal calf serum

Fibroblast growth factor 2

Found In inflammatory Zone
Follicle stimulating hormone
Glucose-6-phosphatase

Growth differentiation factor-9
Green fluorescent protein

Growth hormone

Glucose transporter -1, -4

Gonadotropin-releasing hormone

Lipoprotéine de haute densité

hypothalamo-hypophyso-gonadique

hypothalamo-hypophyso-ovarien

Heavy molecular weight
Hydroxysteroid dehydrogenase

Lpase hormonosensible

Human chorionic gonadotropin

Insulin-like growth factor 1
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IGF-1R
IGFBP
IL-1pB/IL-6
IR

IRS
JAK
kDa
KGN

IR

LCR
LDL

LH
LMW
LPL
LXR
MAPK
MC4
MCP-1
MEK
MEKK

récepteurs de I'lGF-1

Insulin-like growth factor binding protein
Interleukine -B, -6

récepteur de l'insuline

Insulin receptor substrate

Janus kinase

Kilo Dalton

lignée de cellules de granulosa humaine idjioe tumorale
Insulino-résistante

liquide céphalorachidien

Low density lipoprotein

Luteinizing hormone

Low molecular weight

Lipoprotein Lipase

Liver X receptors

Mitogen-activated protein kinase
Melanocortin 4

Monocyte chemotactic protein-1
MAP/ERK kinase

MAPK/ERK kinase kinase

Vvirus reverse transcriptase

MWW
NPY
Ob-R
P4

P450-arom

P450-scc
P450 17a
pb

PCNA
PGC-Tn
PGE2/F2
PI3K
PIP3

Medium molecular weight
Neuropeptide Y

Récepteur a la leptine
Progestérone

P450 aromatase

P450 side chain cleavage enzyme
17 o hydroxylase et 17-20 lyase
Paire de base

Proliferating cell nuclear antigen
PPAR coactivator &
Prostaglandines E2/F2
Phosphatidyl inositol 3’ kinase
Phosphatidylinositol (3,4,5) trisphosphate
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PLC

PKA/PKB/PKC

PMSG
POMC

PPARN/PPARy

P38
PVN
QTL
RELM
R-GNRH
R-FSH
R-LH
RIA
RT-PCR
RXR

SCD-1/SCD-2

SEM
SF-1

SNC
SOPK
SREBP
SsC

StAR
STAT

STZ

TG
TGFa/TGFB
T3, T4
TNFa
TRAP

TZD
VCAM-1
VEGF

Phospholipace C

Protéine kinase -A, -B, -C

Pregnant mare serum gonadotropin
Proopiomélanocortine
Peroxysome proliferator-activated receptor-y
p38 MAPK

Noyau paraventriculaire

Quantitative trait locus

Resistin-like molecules

Récepteur GnRH

Récepteur a la FSH

Récepteur a la LH
Radioimmunologic assay

Reverse Transcription - Polymerase Chaattm
Retinoid X receptor

Stearoyl-CoA desaturase-1, -2

Standard error of the mean

Steroidogenic factor 1

Systeme nerveux central

Syndrome des ovaires polykystiques

Sterol regulatory element binding protein
Standard saline citrate

Steroidogenic acute regulatory protein
Signal transducers and activators of trapson
Streptozotocine (traitement)

Triglycérides / triacylglycérols

Transforming growth factoo; -3
Triiodothyronine, Tetraiodothyronine

Tumor necrosis factas

Thyroid hormone receptor-associated protein
Thiazolidinedione
Vascular Cell Adhesion Molecule

Vascular endothelial growth factor
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VLDL Very low density lipoprotein
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Abstract

5'AMP-activated protein kinase (AMPK) is a serife#onine kinase that acts as a fuel gauge in rexgglanergy metabolism. It restores
cellular ATP levels by switching on catabolic pattys and switching off anabolic pathways. Some enddendicates that AMPK could
be also implicated in reproductive functions sustyenulosa cell steroidogenesis and nuclear ooegtaration in several species. Some
metabolic hormones such as leptin, resistin, adiptm (three adipokines) and ghrelin may in patttacough the AMPK signaling.
These hormones are also involved in the contrahefreproductive functions at the hypothalamusipity-gonadal axis level in both
male and female. Thus, AMPK could be one of thenaligg pathways controlling the interactions betwesmergy balance and
reproduction. The reproductive system is tightlymed with energy balance, and thereby metaboliwoabalities can lead to the
development of some physiopathological situatiamshsas the polycystic ovary syndrome (PCOS). Womith PCOS show altered
fertility mostly associated with metabolic disorslesuch as insulino-resistance, hyperinsulinemidoardyslipidemia. Metformin one
insulin-sensitizers, is used for the treatment©@OS women. It restores subnormal fertility and gpdralance. Recent studies show that
AMPK is involved in the mechanism of action of noethin. Thus, it may be a therapeutic target. Howeftether investigations are

necessary to elucidate the functions of AMPK irhboetabolic and reproductive tissues
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Chapd

La protéine kinase dépendante de 'AMP (AMPK) astrégulateur périphérique et central
de I'homéostasie énergétique, intervenant dansmégbolismes lipidique, protéique et
glucidique. D’autres rbles lui ont été attribuésta régulation du fonctionnement ovarien
chez la femelle. En effet, TAMPK régule la stérofgnése des cellules de la granulosa et la
maturation ovocytaire chez plusieurs especes. @eméds suggerent que cette kinase
pourrait jouer un réle majeur dans linterface enta reproduction et le métabolisme
énergétique. Certaines hormones impliquées dansétabolisme (adipokines, ghréline...)
pourraient utiliser ’TAMPK comme molécule signalysdransmettre leurs effets centraux et
ovariens sur la fonction de reproduction. Une ddliaigpn de ce systeme pourrait étre a
l'origine de certaines pathologies comme le syndromies ovaires polykystiques,

couramment traité par la metformine, un agent phaotogique activateur de 'AMPK.
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Texte

La protéine kinase activée par I'AMP (AMPK) est ursgrine/thréonine kinase
hétérotrimérique. Elle est composée d’'une soueuwsatalytiguen et de deux sous-unités
régulatricef ety, codées par des genes différents et possédantrehdmu 3 isoformes [1-
2]. Ces différentes isoformes permettent ainsofenfition de 12 complexes possiblagy).

La prépondérance de chacun de ces complexes dépeirssu. D’autre part, la localisation
cellulaire de chaque sous-unité de 'AMPK est JdgaPar exemple, la sous-unig est
présente surtout dans le cytosol alors que la snii8-a, est localisée a la fois dans le
cytosol et le noyau. L'activité de 'AMPK est régel allostériquement par la liaison de
I’AMP ou de I'ATP sur la sous-unité régulatrigepar la phosphorylation de la sous-unité
sur thréonine 172 par une AMPK kinase [STK11 :re®thréonine kinase 11 (LKB1) ou
CaMKKJ (Calmodulin-dependent kinase king8g-et par sa déphosphorylatioria une
phosphatase [Protéines phosphatase-1 et -2A (PPERP2C)]. Le principal mécanisme
d’activation de 'AMPK est du a une diminution dapport ATP/AMP intracellulaire.
L’AMPK est activée au cours de situations physithplgiques (exercice, stress), par des
hormones (leptine, adiponectine...) ou par destagdrarmacologiques [5-aminoimidazole-
4-carboxamide-B-D-riboside (AICAR), metformine, thiazolidinedioneg§l'ZD)]. Elle
régule 'homéostasie énergétique en maintenanttaotes la concentration intracellulaire
d’ATP par une stimulation des voies cataboliquearet inhibition des voies anaboliques.
L’AMPK controle la proliféeration et la survie celaire mais aussi les fonctions
reproductrices telles que la stéroidogenese ovagiehla maturation ovocytaire. Dans cette
synthése, nous rapporterons brievement les rélesusode 'AMPK dans le métabolisme
énergétique et la reproduction femelle, puis noésricbns le lien qu’elle pourrait

représenter entre ces deux fonctions.
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|. R6le de 'AMPK dans la régulation du métabolismeénergétique

L’AMPK constitue un détecteur métabolique de I'éaergétique de la cellule et joue un
réle clé dans la régulation des métabolismes ljpielj protéique et glucidique au niveau des
tissus périphériques et centraux [1-4]. D’autrd,pele intervient dans I'action de certaines
hormones telles que la leptine, I'adiponectineaetésistine (trois adipokines) ou encore la
ghréline (d’origine gastrique). Par exemple, latile® en activant TAMPK diminue la
lipogenese, augmente I'oxydation des acides gr& € module la sécrétion de l'insuline.
Au niveau central, la leptine en inhibant TAMPKt essponsable d’effets anorexigenés,
vraisemblablement un mécanisme impliquant le neptge Y (NPY). Ainsi, TAMPK
s’ajoute a d’autres voies de signalisation de [ile qui ont déja été décrites comme par
exemple la voie JAK Janus kinase/ STAT (Signal transducers and activators of
transcription). L’adiponectine augmente ['utilisation du glucastd’oxydation des AG dans
le muscle squelettique, la sensibilité a I'insul{fi@e, muscle, tissu adipeux) et diminue la
néoglucogenese hépatique [2]. Ces effets sont dapende 'AMPK [2]. La résistine quant
a elle, en inhibant TAMPK, augmente la productibépatigue de glucose et inhibe
I'utilisation des AG par le muscle squelettique. [2hfin, la ghréline inhibe 'AMPK, ce qui
expliquerait ses effets positifs sur la néogluce@genet le stockage des AG. En revanche,

dans I'hypothalamus, la ghréline augmente I'addivie 'AMPK et la prise alimentaire.

Ainsi, de par leur action centrale et périphériquess hormones peuvent contréler le

métabolisme énergétiqwén, en partie, une régulation de I'activité de 'AMPK.
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ll. R6le de 'AMPK dans la reproduction chez la

femelle

1. Contréle ovarien de la reproduction

L’implication potentielle de 'AMPK dans la reprochion et plus particulierement
dans le fonctionnement ovarien est récente. Damis &#speces (poule, rate et vache),
TAMPK a été identifiee au niveau des différentpdg cellulaires du follicule (ovocyte,
cumulus oophorysellules de la granulosa et de la theque) et Baosrps jaune [5-7]. Son
réle a été étudié en détail vitro dans la stéroidogenese des cellules de la gran@eqade

ces trois especes et dans la maturation ovocythez la souris, la vache et la truie [8-10].

L’AMPK inhibe la sécrétion de la progestérone etdelle de I'cestradiol en réponse
a 'AICAR ou a la metformine [5-7]. Cette diminutios’explique par une inhibition de
'expression de certains facteurs de la stéroidegen[BHSD @S-hydroxysteroid-
deshydrogena3ge p450scc §450 side chain cleavapgeou StAR ($eroidogenic acute
regulatory protein] et par une inhibition de la voie MAPK/ERKI{togen-activated protein
kinase / Extracellular-regulated kingseChez la poule, I'activation de 'AMPK diminue
dans les cellules de la granulosa au cours ddliaulogenése terminale, ce qui suggere un
réle de la kinase dans la période pré-ovulatoiez adette espéce. Quelques études ont par
ailleurs établi un lien entre TAMPK et la matui@ti méiotique de I'ovocyte. Chez la souris,

'AMPK améliore la reprise de la méiose (accélématidu processus de rupture de la
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membrane nucléaire ou GVBI&Bérminal vesicle breack dowfB]) alors que chez le porc

ou le bovin, une activation pharmacologique de IAKibloque la maturation nucléaire de
'ovocyte (blocage en prophase de premiere divisienméiose ou vésicule germinative
(VG) [9-10]). Bien qu'il existe des différences entles espéces, 'AMPK semble étre
importante dans la transition VG-GVBD au cours @enlaturation nucléaire des ovocytes.
La qualité et la compétence au développement dedyie s’acquiérent au cours de sa
croissance pendant la folliculogenese et pendamhataration cytoplasmique. Le role de
'AMPK au cours de la maturation nucléaire pourdainc conditionner le développement
embryonnaire précoce. Cependant il reste a déterrsirelle intervient dans la maturation
cytoplasmique des ovocytes. Enfin, chez la ra®®MPK a été retrouvée dans le corps
jaune. Elle pourrait a ce niveau contréler le pssos de lutéinisation par exemple en

phosphorylant le peroxisome proliferator-activatedeptory (PPARY). Chez la vache,

I'activation de PPAR augmente la production de progestérone par lesgatme.

Ainsi, 'AMPK pourrait contrbler dans I'ovaire la&oidogenese des cellules de la
granulosa et la maturation ovocytaire mais aussiiétpliguée dans les fonctions du corps

jaune (figure 1).

2. Controle central de la reproduction

Pour contrdler les fonctions de la reproductioAMPK pourrait également agir sur
'axe hypothalamo-hypophysaire (figure 1). En effdtAMPK est localisée dans
I’hypothalamus ou elle contréle la prise alimerdagt la dépense énergétique [11]. Or, les
neurones a GnRH @ adotropin-releasing hormohasont aussi présents dans cette région

donc 'AMPK pourrait réguler cette sécrétion. Pdlears, une étude montre que 'AMPK
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est présente dans les cellules de la lignée ctxijpe hypophysaire AtT20 [12]. LAMPK
pourrait donc étre aussi présente dans I'hypopleyseourrait contréler la sécrétion des
gonadotropines LH (liteinizing hormone et FSH Follicle stimulating hormone qui

régulent elles-mémes les sécrétions de progestétatieestradiol (figure 1).

Ainsi, une hypothétique régulation centrale de dacfion de reproduction par

'AMPK n’est pas a exclure et reste encore a atteeseement explorée.
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l1l. AMPK : un lien entre métabolisme et

reproduction ?

De nombreuses études ont souligné I'nmportance dtatut nutritionnel adéquat
dans le maintien de la fonction de reproductiorenjeu est de comprendre les moyens de
communication existant entre le statut nutritionfeemétabolisme énergétique et le systeme
de reproduction. Certaines hormones [adipokines¢ligle, insuline/IGF-1 Iasulin-like
growth factor-}] et certains métabolites (AG libres, glucose) édt impliqués. Cependant
les molécules signal dans la transmission de tif¢dseont été peu étudiées. L'AMPK
pourrait en faire partie comme cela a été suggéuvé PPAR/[13-15], une cible des TZD.
En effet, elle est activée par la metformine etrpmtl’étre par les TZD. Nous décrirons

successivement les arguments qui étayent cettehggm

Nous avons évoqué précédemment I'implication deMIPK dans le mécanisme
d’action de certaines hormones du métabolisme.c€s,hormones sont aussi impliquées

directement ou indirectement dans le controle destions de reproduction (figure 1) [16].

Leptine. Les souris portant une mutation naturelle pour énegob/ob sont obeses,
diabétiques et stériles. La leptine activerait dakypothalamo-hypophysaire chez les
rongeurs au moment de la puberté par une réguldadractivité des neurones a GnRH et
de la réponse hypophysaire (LH et FSH). Ses régeptmnt été localisés dans les neurones

hypothalamiques a NPY, eux-mémes capables d’agiasécrétion pulsatile du GnRH. La
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transduction de ce signal pourrait impliquer 'AMRHEr la voie leptine/AMPK/NPY régule

la prise alimentaire a ce niveau. Par ailleurslefatinémie varie au cours du cycle en
fonction de la progestérone chez la femme. Enqudigr, elle pourrait intervenir lors de la
formation du corps jaune, ce qui expliquerait lasence de 'AMPK dans cette structure.
Par un mécanisme dépendant de 'AMPK, la leptinerqait inhiber la stéroidogenese des

cellules de la granulosa [17] et réguler la matonabvocytaire [18].

Adiponectine. Son mode d’action implique plusieurs voies: AMPKAPK, PPAR.
L’'adiponectine et ses récepteurs sont exprimés kaypophyse (régulation de la sécrétion
de LH [19]) et dans l'ovaire de rate : corps jaeheellules de la granulosa ou elle régule la
stéroidogenése comme I'AMPK [20]. Par ailleurs, zcha truie, I'adiponectine induit
I'expression de génes associés a I'ovulation epestente dans I'ovocyte ou elle pourrait
réguler la maturatiorvia 'TAMPK [21]. Enfin, chez la femme et la rate, lggsseme

adiponectine est présent dans 'utérus et le ptadeg].

Résistine.Son expression augmente dans I'hypophyse au cleula puberté en réponse a
un signal hypothalamique [16]. Chez le rongeurgkistine est localisée dans les neurones
contrblant le comportement alimentaire [16]. A oeeau, 'AMPK pourrait transmettre ses

effets métaboliques et/ou reproducteurs.

Ghréline. Elle inhibe la sécrétion de LH/FSH en réponse aRI& [23] et est exprimée
dans l'ovaire (expression cyclique). Son expressiés prononcée dans le corps jaune est

fonction de la progestérone [23].

Ainsi, 'AMPK pourrait étre un des senseurs éndguits a linterface
meétabolisme/reproduction pouvant expliquer les teffaloubles (métaboliques et

reproductifs) de certaines hormones telles la giedt les adipokines.
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Conclusions et perspectives

D’autres études seront nécessaires pour mieuxtéasss I'implication de 'TAMPK

et de ses cibles dans les effets de certaines Im@srsur le contrGle central et ovarien de la
fonction de reproduction chez la femelle. En patige, il est maintenant indispensable de
préciser le phénotype fertilité des souris dontgéme de certaines des sous-unités de
'AMPK est muté, les altérations du métabolismer§étque ayant déja été rapportées. Une
application directe de ces connaissances facilitdea compréhension de situations
physiopathologiques pouvant impliquer I'AMPK comnle syndrome des ovaires
polykystiques chez la femme. Ce syndrome compoléefais des troubles de la fertilité et
des troubles du métabolisme. La metformine, urvaidur de 'AMPK, améliore la fertilité
des femmes atteintes du syndrome des ovaires pstigkes. L'AMPK pourrait peut-étre
devenir une cible thérapeutique dans le traitendmtlinfertilité d’'une maniere plus
générale. Enfin, il n'est pas a exclure que 'AMP#isse jouer un réle dans la fertilité chez
le méale. En effet, une étude récente propose upkcation directe de ’AMPK au cours de

la spermatogenése [24].
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Légende de la figure 1

Figure 1. Schéma hypothétique de I'implication de TAMPK dale contréle ovarien et
central de la fonction de reproduction chez la ieané’AMPK pourrait étre la cible des
effets de certaines hormones (lep : leptine, gphréline, adipo: adiponectine) aux
différents étages de Il'axe hypothalamo-hypophysansien. P4 : progestérone, E2:
cestradiol, LH : luteinizing hormone (d’origine hygtysaire), FSH : follicle stimulating
hormone (d'origine hypophysaire). GnRH : gonadatrapleasing hormone (d’origine
hypothalamique), NPY : neuropeptide Y, VG : vésicigerminale, GVBD : germinal

vesicle breakdown
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Abstract

The mechanisms controlling the interaction betweenergy balance and
reproduction are the subject of intensive invesiigs. The integrated control of these
systems is probably a multi-faceted phenomenonlwmng an array of signals governing
energy homeostasis, metabolism and fertility. Twel fensors — PPARS, a superfamily of
nuclear receptors, and the kinase AMPK — integesitergy control and lipid and glucose
homeostasis. Adiponectin, one of the adipocytevddrfactors mediate its actions through
the AMPK or PPARs pathway. These three moleculeseapressed in the ovary, raising
guestions about the biological actions of fuel semsn fertility and the use of these
molecules to treat fertility problems. This reviewll highlight the expression and putative
role of PPARs, AMPK and adiponectin in the ovargrtigularly during folliculogenesis,

steroidogenesis and oocyte maturation.
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Introduction

The levels of various molecules, including metébsl(glucose, fatty acids, amino
acids) and hormones (adiponectin, insulin, legjimelin etc.), are modulated by nutrition
and energy supply. Most of these molecules are knimnwbe directly involved, through a
fuel sensor, in the regulation of fertility at edelvel of the hypothalamo-pituitary-gonad
axis (for review : [1, 2]). For example, mice laagiinsulin-signalling pathway components,
such as insulin receptor substrate 2 (IRS-2) ouwlimgeceptor, display female and male
infertility [3, 4].

In humans, a close link between energy status epobductive function has been
found in some diseases. Polycystic ovary syndrd®@(QS), which is frequently associated
with insulin resistance, affects 5 to 10% of wonwdrreproductive age [5]. Women with
PCOS present with ovulation problems, which mayassociated with infertility. The
treatment of PCOS patients with insulin-sensitisuggnts of various drug families, such as
thiazolidinediones (TZDs) or metformin (a derivatiof biguanide) restores the menstrual
cycle [6] and increases ovulation (by improving liollar growth), fertilisation and
pregnancy rates [7]. TZDs bind to the nuclear pismxe proliferator-activated receptor
gamma (PPAR and metformin activates the AMP-activated prot&inase (AMPK)
pathway [8, 9].In women with PCOS, plasma adipanerst also significantly decreased
independently of obesity [10]. Adiponectin plasneadls seem to be related to TZDs or
Metformin treatment. Adiponectin is an adipokineom to increase sensitivity to insulin
and vasodilatation (for review [11]). Adiponectioutd also be involved in the regulations
of some reproductive functions [12, 13]. In mammatsd particularly in cattle, dietary fats

also influence reproductive function. For exampédty acid supplementation in the diet

353



increases the total number of follicles and stinedagrowth of the preovulatory follicle
[14]. In cows, the availability of fatty acid presors is coupled with an increase in sexual
steroid levels and eicosanoid secretion, potewtiaffecting ovarian and uterine function
and embryo implantation [15]. These phenomena magive several hormones including
insulin, IGFs, leptin, adiponectin and some factsush as PPARs and AMPK. Indeed,
these molecules are known to play a role in eneogyrol and lipid metabolism. They may
hypothetically play a role as fuel sensors in reprtive compartments, providing the cells
with information about energy status. However, hoatformin and TZDs influence ovarian
function is still under investigation. The functeoaf PPARs, AMPK, and adiponectin in the
ovary also remain unclear. In this review, we wiéiscribe the expression and potential

implications of these fuel sensors in the ovary.

I- PPARs and AMPK structures and implications

The PPAR family ¢, B/d andy) integrates energy control with lipid and glucose
metabolism and affects insulin sensitivity [16]ké&iPPARs, AMPK plays a key role in
regulating lipid and glucose metabolism in respdsmetabolic stress and energy demand
[17]. AMPK acts at various steps and plays a cénioée in controlling fatty acid,
triglyceride, and cholesterol synthesis, and theation of fatty acids, through direct
phosphorylation and control over gene transcripfiof].

PPARs and AMPK have similar effects and closedihlave been found between
these molecules. Indeed, it is generally assumatl TEDs activate PPARand AMPK
independently [18-20]. The inhibition of AMPK exgston by siRNA abolishes the
inhibitory effects of rosiglitazone and 15d-RBGtiwo PPAR ligands, see below) on iNOS

expression and activity [21]. The mitochondria niepuse a pathway common to PPAR
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and AMPK. Indeed, both metformin and TZDs causaepadrincrease in cellular ADP:ATP
ratio, probably by inhibiting the respiratory chaileading to the phosphorylation and
activation of AMPK [22]. PPARs and AMPK also paipiate in the molecular action of

adiponectin, an adipocytokine involved in the imsglensitivity of tissues [7].

1.a- Structure and mechanisms of action of PPARs

The PPARs are transcription factors that shareranwon structure with steroid
hormone receptors : the N-terminal A/B domain resgude for ligand-independent
transactivation function, the C domain containihng DNA-binding domain, the D domain
involved in the receptor dimerization and the Griimal E/F domain containing the ligand
binding domain (for review [23]). The members o thuclear PPARQ [3/d andy) family
bind to specific regions of DNA in heterodimersiwihe retinoid X receptors (RXRs) [24].
These DNA sequences are known as PPREs (peroxipootiferator response elements).
The transcription is activated subsequent to hdiererisation of PPAR and retinoid
receptors (RXR). Furthermore, PPARs are able tarantly regulate gene expression
through transrepression mechanisms by linking soafactors (reviewed in [23]). In this
review, we focus on the PPARNd PPAR isoforms.

The stimulation of PPARby TZDs modifies the transcription and/or activy
several key regulators of energy homeostasis, divaduseveral glucose regulators (glucose
transporters, insulin receptor, IRS etc.), whiclstimulates (for review [25, 26]). PPARs
regulate the transcription of a number of targetegeinvolved in ovarian functions such as
steroidogenesis, ovulation, oocyte maturation amgintenance of the corpus luteum
(cyclooxygenase-2 (COX-2), nitric oxide synthaseO@, several proteases, including

matrix metalloprotease-9, plasminogen activatod mascular endothelial growth factor
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(VEGF), reviewed in [23]). PPARactivity is governed by binding to small lipophili
ligands, such as polyunsaturated fatty acids aedsanoids derived from the diet or
metabolic pathways (e.g. the prostaglandin D2 noditebl5-deoxy-12, 14-prostanglandin
J2 (PGY)) [27]. PPAR is also activated by synthetic compounds calléaztiidinediones
(TZDs), a class of insulin-sensitising agents. PRPARay also be regulated by AMPK.
Indeed, AMPK can phosphorylate PPARepressing both the ligand-dependent and ligand-
independent transactivating functions of this réaef28].

PPARx is another isoform of PPAR expressed in the ovaryegulates genes
responsible for the uptake into cells and betaatioth of fatty acids [29]. Hypolipidaemic
fibrate drugs, phthalate esters (plasticisers,itields) and long-chain polyunsaturated fatty
acids and their lipooxygenase-derived metabolieg. (eukotriene) have been described as
agonists of PPAR [30-32]. In vivo, fibrates are currently administrated alone or in
combination with statins to patients with increasstdiovascular risk to impede the
progression of atherosclerotic lesions. Insulinreases the transcriptional activity of
PPARux by activating the MAPK pathway [33]. New therapesitagents, such as glitazar,

may activate both PPARand PPAR [34].

1b- Structure and mechanisms of action of AMPK

Unlike PPARs, AMPK is a kinase comprised of thsabunits — a catalytic subunit
alpha and two regulatory subunits, beta and gan88h [The alpha subunit contains the
catalytic core and binds, via its C-terminal tad, the beta subunit, which serves as a
docking subunit for the alpha and gamma subunikPK is activated by a change in the
AMP:ATP ratio within the cell and therefore actsaas efficient sensor of cellular energy

state. This change in AMP:ATP ratio may result frexercise [36], hypoxia [37], hormones
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[38, 39], or the effects of pharmacological drugisch as 5-aminoimidazole-4-carboxamide-
riboside-5-phosphate (AICAR) [40]. Binding to AMRtvates AMPK allosterically and
induces phosphorylation of the threonine 172 resiofuthea subunit by upstream kinases,
including the tumour suppressor LKB1 [41, 42].

AMPK phosphorylates target proteins (including FRAInvolved in a number of
metabolic pathways, including lipid and cholestenoétabolism (adipocytes, liver and

muscle), glucose transport, glycogen and proteitabudism (see review [35, 41]).

1c- Involvement of PPARs and AMPK in the adiponecti action

AMPK and PPAR are both activated by adiponectin [11, 43] (Figurg
Adiponectin (also known as apM1, AdipoQ, Gbp28 &wmip30) is an adipocyte derived
factor [44, 45]. It is present as a multimer athhapncentrations in the circulation (5 to 25
pg/ml in human,[46]). In obese and type 2 diabetimhns, plasma adiponectin is strongly
reduced suggesting that circulating adiponectin beyelated to the development of insulin
resistance [11]. Two adiponectin receptors (Adip@Rdl AdipoR2) have been identified in
different tissues of various species. They eachiaorseven transmembrane domains, but
are structurally and functionally different from @otein-coupled receptors. Adiponectin
plays an important role in insulin sensitisationniammals (inhibition of gluconeogenesis
and stimulation of fatty acid oxidation) by activef AMPK [47] and PPAR proteins in
skeletal muscle, liver and adipocytes [43]. ThusthbTZDs and adiponectin have been
shown to activate AMPK. Moreover, the promotertd adiponectin gene contains a PPRE
[48] and TZDs increase the production and plasnmezeatration of adiponectin [49]. TZDs

have weaker anti-diabetic effectsab/obmice lacking adiponectin gene thario'obmice
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with adiponectin, and the activation of AMPK by TZ[s also attenuated in these mice,
suggesting that adiponectin is required for thevatton of AMPK by TZDs [50].

In porcine granulosa cells, adiponectin treatmiedtices the expression of genes
associated with periovulatory remodelling of theawan follicle (cyclooxygenase-2,
prostaglandin E synthase, and vascular endothgghabth factor [51]). Some of these genes
are also activated by PPARFurthermore, adiponectin receptors, PPARs and KMRe

expressed in reproductive tissues, including theryv

ll. Expression of PPARs and AMPK in the ovary

2a- Expression of PPARs in the ovary

All the PPAR isoforms are expressed in the ovdiye PPAR and PPAR/S
isoforms are expressed primarily in the theca anoh®s tissues [52], reviewed by [23]
(Table 1). The deletion of PPARhas no apparent effect on the fertility of micdneneas
PPAR3/5-null mice present placental malformations leadimgmbryo death during early
pregnancy [53-55]. PPARSs expressed strongly in granulosa cells, anddassgly in the
theca cells and corpus luteum, in the ovaries @émnts and ruminants [52-56-57] (Table 1).
PPARy is detected early in folliculogenesis (at the @mgisecondary follicle stage) [58],
and its expression increases until the large fellstage and then decreases after the LH
surge [58]. In mice, the absence of PRAR the ovaries results in lower levels of ferilit
[59]. No effect on folliculogenesis or ovulationeéas been observed, but fewer embryos

implant, probably due to lower levels of progesterproduction by the corpus luteum [59].

2b- Expression of AMPK and adiponectin in the ovary
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AMPK expression has been studied in the ovariegagbus species, including rat
[60, 61], mouse [62], cow [63], pig [64], and cherk[65]. RT-PCR has shown the mRNAs
of all the AMPK subunits to be present in granulosds, the corpus luteum, oocyte and
cumulus-oocyte-complexes in rodent and bovine esaf60, 63] (Table 1). We have
shown, by immunohistochemical analyses, that thePKM-subunit, like PPAR, is more
strongly expressed in granulosa cells than in tleetla in rats and cows [60, 63]. In cows,
levels of AMPK a- andp- subunits were similar in small and large follglén hens, the
activation of AMPK by its phosphorylation on therIii2 residue increased during follicle
development [65]. In mice, the absence of the gataAMPK alpha 2 subunit does not
affect female fertility [66]. Until now, no dataeaavailable on the reproductive functions of
the transgenic or knockout mice for the other sitswof AMPK.

In chicken ovary, adiponectin mRNA is more aburidem theca cells than in
granulosa cells [13] (Table 1). In porcine ovargipanectin is detected at similar
concentrations in the follicular fluid and serunmi]5Both receptors are expressed in ovarian
follicles. In chicken, the adiponectin type | retmp(AdipoRlI) is twice as abundant in
granulosa cells as in theca cells, and the typedéptor (AdipoR2) is expressed equally
strongly in granulosa and thecal cells [13] (Tal)e Studies in mice have shown that
AdipoR1 may be more tightly linked to AMPK pathwagtivation, whereas AdipoR2
seems to be associated with PRA&tivation [43]. However, mice lacking adiponectin
[67], AdipoR1, AdipoR2 or both receptors [43] arertilie, which suggests that this
signalling is not absolutely essential for ovarfanction. However, it may be required for
ovulation in other species or may simply be an tanltil component for fine-tuning ovarian

function.
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lll. Function of PPARs, AMPK and adiponectin in the ovary

3a. Regulation of steroidogenesis by PPARPPARa, AMPK and adiponectin

TZDs modulate cell proliferation and steroidogegesi granulosa cellén vitro
(reviewed by [23]). Sex steroid secretion (progeste, oestradiol) may be inhibited by
TZDs in sows and in women undergoimy vitro fertilisation [56, 68] or stimulated
(progesterone and oestradiol), as in rats and @&2$7]). The effects of TZDs depend on
the species and the status of granulosa cell diftetion (follicular phase, before or after
the gonadotropin surge in human granulosa cellBRsTIcould regulate their target genes at
the transcriptional level (reviewed by [23] and [)68However, several studies have
suggested that TZDs could also exert their effegtsrodifying the activity of steroidogenic
enzymes (3-beta-hydroxysteroid-dehydrogenase (E3H8d aromatase) [56, 69]. Indeed,
the concentrations of Cypllal and 3-BHSD mRNA itipe granulosa cells and the levels
of the corresponding proteins in ovine granulodés @e not affected by TZD treatment
[56, 57]. Moreover, TZDs increase the release efgpenolone, a substrate of 3[3-HSD,
from porcine granulosa cells into the medium, whsrprogesterone production decreases
[56]. Ligands for PPAR are also known to alter ovarian steroidogenesis.ekample,n
vivo, fenofibrate, through PPARdependent mechanism, inhibits aromatase cytochrome
P450 expression and activity in the ovary of mdu€d. Another PPAR synthetic ligand,
Wy-14 463, suppresses also aromatase transcrigisleand oestradiol production in
cultured rat granulosa cells [71].

AMPK, like PPARy and PPAR, may influence ovarian function by modifying the
synthesis of progesterone and oestradiol. Studased on AICAR and the adenovirus-

mediated expression of dominant negative AMPK hdemonstrated that AMPK reduces
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progesterone production, but not oestradiol pradogtin rat granulosa cells [60]. This
decrease is associated with a decreas@iHSD mRNA and protein levels and a decrease
in MAPK ERK1/2 phosphorylation [60]. Furthermorehet activation of AMPK by
metformin decreases basal and FSH-induced progesteecretion by decreasing the levels
of proteins involved in steroidogenesispBSD, CYP11lal, STAR) [61]. In granulosa cells
from humans and cows, metformin strongly decredlsessecretion of progesterone and
oestradiol [63, 72]. In bovine granulosa cellssthffect is mediated by AMPK activation,
and leads to a decrease in MAPK activation. In humgeanulosa cells, metformin also
decreases androgen synthesis, by directly inhgitdypl7 activity [73].Thus, AMPK
activation decreases steroidogenesis in the graawells of various species. The effects of
AMPK on steroid secretion, like those of PPARepend on the species and the stimulator
of AMPK (AICAR vs metformin). Several results suggéhat metformin-induced AMPK
activation could act through transcriptional meghkiam Further investigations are needed to

determine the molecular mechanism of metformin.

Women treated foin vitro fertilisation (IVF) present an increase in serufipanectin
concentration after the administration of humanridmc gonadotropin, this increase being
correlated with progesterone levels [74]. In cdtuporcine granulosa cells, adiponectin
modulates the expression of genes encoding protewslved in steroid production,
increasing the abundance of transcripts for theoistegenic acute regulatory protein and
decreasing the abundance of cytochrome P450 arsendtanscripts [51]. ThMAPK
pathway, rather than protein kinase A or AMPK, naéek the adiponectin signal in ovarian
granulosa cells, by ERK1/2 phosphorylation [51]r@isingly, adiponectin alone does not
affect steroid production in rat granulosa cellg][However, it approximately doubled the
IGF-1-induced secretion of progesterone. Thesesfimay be due to an increase in IGF-1

receptor beta subunit tyrosine phosphorylationBR&1/2 phosphorylation [12]. A schema
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illustrating the effects of PPAR and y, AMPK and adiponectin activation on the

steroidogenesis of rat granulosa cells is showigure 2.

3b. Regulation of granulosa cell proliferation

In addition to their effects on steroidogenesisD$§Zdecrease the proliferation of
granulosa cells in sheep (PPARS57]). These data are in good agreement with ethos
obtained in bovine lutein cells since an aurinthoylic acid-mediated decrease of PRAR
is accompanied by a progression of the cell cyetd.[In our knowledge, there are no data
on the effects of PPAR ligands on granulosa cell proliferation. In costr@AMPK and

adiponectin are not essential for granulosa celifgration in rat [12, 60].

3c. Regulation of oocyte maturation

PPARy, AMPK and adiponectin are all expressed in manmanadiocytes [12, 23, 60,
76]. However, AMPK has been studied in more dethhn PPAR, PPARx and
adiponectin. PPAR may regulate the expression of genes involved ha neiotic
maturation of oocytes (e.g. nitric oxide synthd$®S) (cited by [23]). Wooet al.recently
identified putative binding sites for PPAMRXR in the proximal promoters of several genes
differentially expressed in oocytes from women WRBGOS and known to play a role in the
meiotic cell cycle [77]. All these results suggésat PPAR/RXR may be active in the
oocyte. The two adiponectin receptors, AdipoR1 AudiipoR2, are also expressed in rat
oocytes, and AMPK activity has also been detecteadadcytes of several species (see

above), suggesting that adiponectin may play atloleugh AMPK in determining oocyte
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quality (cited by [78]). In addition, women with BS showing impairment in the final
maturation of oocytes and in ovulation, present doveirculating concentrations of
adiponectin [79, 10].

In vivo, the oocyte remains at the immature stage or gedmesicle stage (GV, i.e.
prophase of meiosis I) until the pre-ovulatory Litge [79]. However, if cumulus-oocyte
complexes (COCs) are removed from the follicles antturedin vitro, oocytes may
spontaneously resume meiosis [80, 81]. During rauckmaturation, immature oocytes
undergo germinal vesicle breakdown (GVBD) and pedddrough metaphase Il of meiosis.
The pharmacological activation of AMPK, by AICARjaéation, in mouse oocytes leads to
the induction of oocyte maturation in arrested clusienclosed oocytes [82]. Metabolic
stresses (oxidative or osmotic) known to activalPX accelerate meiosis in oocytes in
which meiosis was previously arrested by cAMP agaés [83]. However, the data for
mice conflict with those obtained with porcine d@aline oocytes [84, 85]. Indeed, in these
two latter species, AICAR and metformin signifidginincrease phosphorylation/activation
of AMPK and the percentage of COCs arrested aGWetage. Thus, AMPK activation has
opposite effects in the control of oocyte maturatio cows/sows and mice. This could be
explained by the important differences that existtlie regulation of oocyte meiotic
resumption between rodent and non-rodent animals as for example the time taken for
oocytes to undergo meiotic resumption (2 to 3 mofitro maturation in rodent, 20h in pig
and 22 h in bovine species). Interestingly, in womgth PCOS treated with metformin, the
number of mature oocytes retrieved and oocytesised has been shown to increase after
gonadotropin stimulation for IVF [86]. However, ezt data indicate that clomiphene is

superior to metformin in achieving live birth irfentile women with PCOS [87].

V. Conclusion
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The nuclear PPARs and the fuel sensor AMPK areesged in the ovary of various
species. Several studies have shown that they medwavarian cell proliferation and
steroidogenesis and could be involved in oocyteuratibn. Both PPAR and AMPK
mediate the effects of hormones involved in lipidd aglucose metabolism, including
adiponectin. Thus, PPARs, AMPK and adiponectin raykey signals regulating the
amount of energy required for the growth of folig] oocytes and embryos. Further
investigations are necessary to assess the exacdrtamce and mechanisms of action of

these molecules in some ovarian dysfunctions imetutbr example PCOS syndrome.
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Figure Legends

Table 1
Location of PPARs, AMPK and adiponectin in ovary
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Figure 1:
Schema illustrating the putative functional interadions between PPARs, AMPK and

adiponectin.

- PPARy is activated by binding with P@dbr TZDs and PPAR with fibrates or WY
14 463. They control gene transcription, and intipalar PPAR ligands increase
adiponectin expression [49].

- Metformin and TZDs activate AMPK probably via thespiratory chain in mitochondria
[22], and AICAR stimulates AMPK. AMPK controls pesh activity by phosphorylation
(for example: inhibits PPARby phosphorylation [35]).

- Adiponectin activates AdipoR1 and AdipoR2 receptavhich act on metabolism via
AMPK (AdipoR1) or PPAR (AdipoR2) [43].

Figure 2

Schema illustrating the effects of metformin- or ACAR-induced AMPK activation
(A), adiponectin (B) and TZDs or PPAR alpha ligands(C) on the rat granulosa cell
steroidogenesis.

A. Metformin or AICAR treatment decreases MAPK ERKI1phosphorylation and
progesterone secretion through AMPK activation [6Q]. Metformin decreases also
oestradiol secretion through an independent AMPtkyay [60].

B. Adiponectin treatment increases IGF-1-induced F-IR [-subunit tyrosine
phosphorylation and MAPK ERK1/2 phosphorylation andgesterone secretion [12].

C. The PPAR ligand, Wy-14 463, inhibits oestradiol secretiohereas TZDs or PGJ2
increase progesterone secretion and inhibits estradcretion in eCG-primed immature

rats or increases estradiol secretion in gonadotepmed immature rat [23, 52].

3BHSD: 3R-hydroxysteroidehydrogenase, STAR: Steroidogenic acute regulgiatgin,
CYP11lal: P450 sidehain cleavage, Adipo R1/2: Adiponectin receptqgoetyl and II,
MAPK ERK1/2: Mitogen Activated protein kinase Extedlular Regulated kinase %2, PGJ2:
prostaglandine J2
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Résumé

L'influence de la nutrition et des réserves coefles sur les capacités de
reproduction est démontrée depuis tres longtemgge@ant, les facteurs meétaboliques mis
en jeu dans les interactions nutrition/reproductiestent encore mal connus. Ces facteurs
peuvent étre des hormones ou des nutriments elinectt métabolisables (glucose,
protéines et acide gras). La question reste tostéfadéterminer si ces facteurs agissent
directement ou indirectement sur les tissus reprdus. Dans cette revue, nous
rappellerons rapidement I'impact des acides gras lsudéveloppement des follicules
ovariens, de I'ovocyte et de I'embryon. Nous évaquoe ensuite les hypothéses actuelles
sur les mécanismes d’action de ces acides grdesstonctions de I'ovaire. Nous décrirons
plus particulierement le role de certains réceptawx acides gras, les PPARs (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptors) et LXR (Liver XeEeptors) et de deux adipocytokines, la

leptine et I'adiponectine sur les cellules ovariesin

Abstract

The impact of nutrition and energy reserves onrdproductive functions is known for a
very long time. However, the metabolic factors iwea in the interactions between
nutrition and reproduction are still poorly undesl. These factors may be hormones or
nutrients (glucose, protein and fatty acids). Hogreit remains to determine whether these
factors act directly or indirectly on the reproduet tissues. In this issue, we briefly
summarize the impact of fatty acids on the develapnof ovarian follicles, oocyte and
embryo. We then discuss the current hypothesest dbeunechanisms of action of these
fatty acids on the ovarian functions. We describeremparticularly the role of some
receptors of fatty acids, PPARs (peroxisome pndifer-activated receptors) and LXR

(Liver X Receptors) and two adipokines, leptin adgbonectin on ovarian cells.

Mots clés : Métabolisme énergétique, acide gratite femelle, cellules de la granulosa,

ovocyte, embryon, récepteurs aux acides gras, eytipkines

Keywords : Energy metabolism, fatty acids, femadstility, granulosa cells, oocyte,
embryo, fatty acids receptors, adipokines
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1. Introduction

Chez I'Homme comme chez les autres mammiferes, u&ition et plus
particulierement le métabolisme énergétique infbeela fonction de reproduction. En effet,
lorsque les besoins énergétiques de I'organismsoné pas couverts comme dans le cas
d’'une sous-nutrition, il apparait un retard darégd de I'apparition de la puberté, des
troubles de I'ovulation (cas de 'aménorrhée claefemme anorexique) mais également une
augmentation de la mortalité embryonnaire. Cepeanldammécanismes qui sous-tendent les
relations entre la nutrition, le métabolisme éntggé et la fonction de reproduction sont
mal connus. Ces changements du statut nutriticetrmaiétabolique peuvent étre transmis au
niveau de I'axe gonadotrope (hypothalamus, hypaopletsgonades) aussi bien par des
modifications des concentrations hormonales enimsuGF-1 (Insulin-like Growth factor-

), ou adipocytokines (leptine, résistine, adipdims) que par celles des nutriments
énergétiques eux-mémes (glucose, acides aminéglesayras).

Dans cette revue, nous nous sommes intéressegeentes données concernant les
effets des acides gras sur les fonctions ovarierigse leur role de substrats énergétiques,
il est maintenant clairement établi que les acigies peuvent jouer le role de molécules
informatives. En effet, toute variation de leur centration plasmatique sera interprétée par
'organisme comme un manque ou un exces d'énégieanuscrit fait également un état
des lieux des connaissances sur des mécanismeblgose ces acides gras au niveau
ovarien. Nous décrirons plus particulierement le ties PPARSs, récepteurs aux acides gras
insaturés et des adipokines dans l'ovaire. Cettaiereest illustrée d’exemples pris
essentiellement chez les animaux domestiques, amesi de données obtenues chez la

femme lorsqu’elles sont disponibles.

2. Effets des acides gras sur la fonction ovarienne

Des effets bénéfiques des acides gras ont étégléarila fertilité de la femelle des
animaux domestiques. Chez la vache laitiére, ilgnagent s’expliquer par une ameélioration
de la croissance folliculaire, du nombre et de laalite ovocytaire et enfin du

développement embryonnaire (voir figure 1).

2.1 Le développement folliculaire
Chez la vache laitiere, un régime enrichi en agides a longue chaine augmente le

nombre de follicules de classe moyenne (6-9 mmsiajue le diametre du follicule
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préovulatoire [1, 2]. Dans cette espéece, les effetstifs des acides gras sur la taille du
follicule dominant ont été confirmés par plusiegtsdes [3-6]. Chez la vache laitiere, les
animaux qui ont les plus gros follicules ont en ééh une ovulation post-partum plus
précoce [7]. Ainsi, chez cette espece, le régimlnen acide gras pourrait augmenter le
nombre et la taille des follicules et par conséguéduire l'intervalle vélage-premiere

ovulation, un paramétre économique important dassdlevages laitiers. D’autre part,
certaines études montrent des effets différentdasaroissance folliculaire entre les acides
gras monoinsaturés (AGMI) et polyinsaturés (AGRBs AGPI favorisent davantage la
croissance folliculaire que les AGMI [4].

Chez les animaux domestiques, les acides grasepeawdifier la production des
stéroides ovariens. Wehrman et coll., ont montr&amguégime enrichi en AGPI n-6
augmente la sécrétion de progestérone par ledezetie la granulosa de vache [8]. Chez la
vache, un régime enrichi en acide gras (AGMI et AGRigmente significativement la
teneur en cholestérol dans le plasma, le liquitleditaire et dans le corps jaune [2, 9, 10].
Or, le cholestérol sert de précurseur pour la ®gs#hde la progestérone par les cellules
ovariennes [11]. Ainsi, une amélioration de la iléét chez les animaux domestiques
pourrait étre associée a une augmentation des matiens circulantes de progestérone
durant la phase lutéale avant et aprés inséminatiditielle favorisant ainsi I'implantation
embryonnaire. Les prostaglandines sont des réguaisportants de la parturition et chez
certaines especes sont responsables de la régreiksicorps jaune conduisant ainsi a un
nouveau cycle oestrien. Chez la vache, l'oestralidés effets stimulateurs sur la sécrétion
utérine de PGRR (prostaglandine E2) [12], et peut augmenter Isibdité du corps jaune a
ces prostaglandines ce qui favoriserait la régrasdu corps jaune. Ainsi, diminuer les
concentrations plasmatiques d’oestradiol pournaipé&cher une régression prématurée du
corps jaune et par conseéquent des mortalités embay@s précoces. Ryan et coll., ont
observé que nourrir des vaches avec un régimeheraiec de I'huile de soja riche en
AGPI, diminue la concentration en oestradiol demiities folliculaires [13]. Cet effet
pourrait étre bénéfique pour le maintien du cogume.

2.2 L'ovocyte

La compétence de I'ovocyte dépend en partie desgasition en acide gras. Plus
spécifiguement la teneur en phospholipides de lanlonene cellulaire joue un role
important durant et apres la fécondation. La qt&amte lipide dans I'ovocyte de ruminant

est environ 20 fois supérieure a celle observés tlamocyte de souris (76 ng vs 4 ng) et

379



contient environ 50% triglycérides, 20% phosphadlgs, 20% cholestérol, et 10% d’acides
gras libre [14]. Des travaux sur les ovocytes desimants domestiques indiquent que les
AGMI, C16 et C18 sont les acides gras les plusndants de la fraction des
phospholipides et pourraient ainsi constituer @senve énergétique [15, 16]. Les propriétés
physiques des lipides et la composition lipidiqes dhembranes cellulaires sont modifiées
par la température et I'apport alimentaire. Pamgxe, Zeron et coll. ont reporté que la
fluidité et la composition en acide gras de la membé ovocytaire varient selon la saison.
Cette équipe a par exemple montré que chez lesyamts domestiques la teneur en AGMI
et AGPI était réduite dans les ovocytes et leutlssl de la granulosa I'été par rapport a
I'hiver. D’autre part, chez la brebis, le nombrelatgualité des ovocytes sont augmentés
lorsque les animaux sont nourris avec un régimekiren AGPI (74,3% vs 57%). De plus
chez ces animaux on note une augmentation de peopiion d’AG a longue chaine dans le
plasma et les cellules du cumulus [17]. Chez ldedaitiere, une étude récente montre un
effet bénéfique d’'un régime enrichi en acide grasélénge acide gras saturé et insaturé) sur

le développement et la maturation ovocytaire [18].

2.3 L’embryon

Peu de travaux ont testé I'effet d’'une supplémeoriagn acide gras sur la qualité et
le développement embryonnaire. Quelques étudedrm ont néanmoins montré un effet
positif des AGPI vs AG saturés (AGS) chez la valdigere [19]. Ces effets pourraient
s’expliquer en partie par une inhibition de la é6on des prostaglandines produites par

I'utérus.

3. Le mode d’action des acides gras sur la fonctiasvarienne

Depuis une dizaine d'années, on sait que les agdes alimentaires contrélent
I'expression de certains genes codant des protéimgdiquées dans leur propre
meétabolisme. Leurs modes d'action restent encétacider ; ils sont multiples et peuvent
étre directs ou indirects. Dans les effets direttsy de ces mécanismes implique les
récepteurs PPARs (Peroxysome Proliferator ActivaReteptor) et LXRs (Liver X
Receptor).

3.1 Effets directs : Les récepteurs PPARs
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Les peroxisome proliferator-activated receptors&R#) sont une famille de facteurs
de transcription impliqués dans divers processliss gae le métabolisme lipidique mais
aussi la stéroidogenese, l'angiogenese, le rengmalas tissus, le cycle cellulaire et

I'apoptose. Ces processus sont essentiels poonatidnnement normal de I'ovaire.
3.1.1 Les ligands des PPARs

Il existe une multitude d'agents naturels et syigbhés qui activent les PPARs.
Parmi ses ligands naturels on retrouve les acidas & longue chaine, en particulier les
acides gras polyinsaturés, dont les acides aracigjde et linoléique, ainsi que certains
dérivés dont le 15-déoxy-delta 12,14-prostaglandibéPGJ2), I'acide éicosapentaénoique
et les acides 9- et 13-hydroxyoctadécadiénoiqued2] Les prostaglandines activent tous
les membres de la famille PPAR, avec une activgtiéférentielle de PPAR par PGJ2
[22-26]. Différents ligands synthétiques, tels qgiés plastifiants industriels (phtalates), les
anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), legdites (une classe de médicaments utilisés
pour traiter I'nyperlipidémie) et les thiazolidinedes (TZDs) activent ces récepteurs [22-
26]. Il existe néanmoins une certaine spécifichiéavvée entre les ligands et les isoformes
de PPARs. Par exemple, les fibrates (WY-14643jhrate) montrent une forte affinité pour
PPARaQ, mais a des concentrations plus élevées, ils ped@galement activer PPAR27].

Les thiazolidinediones (troglitazone, ciglitazor@oglitazone et rosiglitazone) activent
PPARY [25, 27].

3.1.2 Le mode d’action

Trois membres de la famille des PPARs ont été ifient a (alpha), B/ 6
(beta/delta), ey (gamma). Bien que transcrit par le méme géne, BR&iSte sous trois
formesyl, y2 ety3. Les PPARs activent la transcription de leursegéasibles en formant un
hétérodimere avec les RXRRetinoid X Receptor). L’hétérodimere se fixe€ ADIN sur
une séquence spécifique appelée PPRE (peroxisoaiéerator response element). En
I'absence de ligand ou en présence d’'un antagdeiséezepteur nucléaire interagit avec des
corépresseurs transcriptionnels, qui bloquentxatifhtn des co-activateurs et I'initiation du
complexe transcriptionnelle. Les activités de PPARsSt modifiees non seulement par la
fixation du ligand, mais aussi par des modificatiopost-transcriptionnelles telles la
phosphorylation, la nitration, et l'ubiquitinatid28-30]. Plusieurs polymorphismes des
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PPARs et plus spécifiquement du gene de PRAd®Nt associés a une altération de la

fertilité femelle chez les rongeurs mais aussi ¢dademme [31].

3.1.3 PPARSs et fonction ovarienne

3.1.3.1 Expression et l'activité

Les trois isoformes de PPAR ont été détectéeslidasasre. Chez la rate, 'ARNm de PPAR
o est exprimé principalement dans le stroma ovagkms que celui de PPARest retrouve
partout dans l'ovaire [32, 33]. Leur expressionterestable au cours du développement
folliculaire [32, 33]. PPARy a été plus largement étudié dans les tissus oamge
PPARx etd. Ceci est du d'une part a I'expression forte areail du follicule de PPAR
mais aussi a ses ligands synthétiques, utilisésrmmeédicaments dans le syndrome des
ovaires polykystiques (SOPK). Ce syndrome est diétjie la plus fréquente de
dysfonctionnement ovarien a l'origine de troublesla fertilité chez la femme. Les signes
cardinaux de ce syndrome, selon les critéres deRlam établis en 2003, sont I'association
d’'une hyperandrogénie, d’une oligo-anovulation dingae et d’'un aspect polykystique des
ovaires a I'échographie. Une insulinorésistances@svent associée a ces signes.

PPARy a été détecté dans I'ovaire de souris [34], de [28, 35], de truie [36], de
brebis [37], de vache [38, 39], et de femme [40jeLla femme, PPAR a été détecté par
RT-PCR dans les cellules de la granulosa obtenpes aecueil des ovocytes de femmes
subissant un traitement pour la fécondation irofdr]. Il est aussi présent dans les cellules
de la granulosa et de la théeque de truie [36]. PRA&Rt retrouvé dans les ovocytes de
bovins [42], de rongeurs [33-35], de poisson z¢h8, et de Xenopus laevis [44]. Chez la
rate et la brebis cyclique, I'expression de PRAd3t limitée principalement aux cellules de
la granulosa des follicules a antrum et au corpagd32,33,37]. Toutefois, contrairement
aux PPARsx et s, I'expression de PPAR est régulée en réponse au pic préovulatoire de
LH [33, 37]. En effet, I'expression de PPARans les follicules diminue apres le pic de LH
chez la rate [45]. Puisque PPARest principalement exprimé dans les cellules de la
granulosa, il pourrait influencer le développemamitces cellules et leur capacité a soutenir
une maturation ovocytaire normale. Cette hypoth&salans le sens des résultats d’'une
étude récente réalisée chez la souris indiquant RRARy joue un rdle clé dans le
mécanisme d’action du récepteur de la progesté&ona la fois les cellules de la granulosa
et le processus de I'ovulation [46].
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PPAR Yy pourrait également avoir des répercussions sgoitamunication cellules
somatiques / ovocyte (effets via les cellules dgrénulosa ou effets directs sur lI'ovocyte).
Des modifications de l'expression de PPARdans l'ovaire pourrait donc avoir des
conséquences sur le développement et la compébtencgtaire. D’ailleurs, Minge et coll.
ont montré récemment que des souris diabétiquestgds avec de la rosiglitazone,
présentent une amélioration de la qualité ovoaytgd7]. Chez la vache, la concentration
de PPAR dans le corps jaune augmente apres l'ovulapour diminuer ensuite au
moment de la régression du corps jaune s'il npas eu formation d’'un embryon [39, 48].
Par ailleurs, chez la souris, l'invalidation ddionnelle du géne codant pour PPA&RI
niveau de I'ovaire conduit a une baisse de ilifé [34]. Cette baisse ne serait pas due a
une altération de la folliculogenéese ovariennesnm@a une chute du nombre d’embryons
implantés, elle-méme résultant probablement nal’'udiminution de la sécrétion de
progestérone par les corps jaunes [34]. Il semble djue ce récepteur soit indispensable
in vivo a la formation et au maintien d’'worps jaune fonctionnel, capable d’assurer

une sécrétion de progestérone compatible awaplantation embryonnaire.

3.1.3.2 Régulation de la stéroidogenése

Une facon pour les PPARs de réguler la fonctionriemae est de modifier la
synthése et I'action de l'oestradiol. PPARpeut inhiber I'expression de l'aromatase, mais
aussi limiter la conversion des androgenes enamistren perturbant l'interaction de M-

B avec le promoteur Il de I'aromatase [49]. Dars dellules de la granulosa humaine en
culture, l'activation des PPAR réduit I'expression de l'aromatase [41]. Chezelarhe,
PPARs pourraient également limiter la synthése'abstradiol en réduisant la production
des précurseurs d’androgenes par les cellules dieetfue. En effet, PPAR est aussi
exprimé dans la theque [32,36], et principalememtsda théque externe [32]. PPARSs sont
capable de se lier aux éléments de réponses atwgases, les ERES, [50, 51], et peuvent
agir comme inhibiteurs compétitifs [50]. Par exeey?PARy peut stimuler l'ubiquitination
des récepteurs des cestrogemese qui conduit a leur dégradation [52].

L'activation des PPAR conduit également & une modificationldgroduction de
progestéronepar les cellules ovariennes. Dans les celluletadgranulosa humaine, des
activateurs de PPARinhibent in vitro la production de progestéron&tat basal et suite &

une stimulation par des gonadotropines [53]. Toige ces activateurs de PPAR
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stimulent la sécrétion de progestérone par leslleslide la granulosa de rate immature
stimulée par eCG [33]. Lorsque les cellules derknglosa de truie sont traitées avec des
ligands synthétiques ou naturels de PPARa production de progestérone est augmentée
[36]. Ainsi, I'effet de PPARy sur la production de progestérone semblent doperaie du
type de cellule, de son stade de différenciatian,sthde du cycle, et / ou des especes
etudiées. Les deux autres isoformes PRA& PPAR[/d sont faiblement exprimées dans
les cellules de la granulosa [33] et les quelguedes réalisées n'ont pas montré d’effets

majeurs de ces deux isoformes sur la synthésddigoe.

3.1.3.3 Le remodelage tissulaire

Les PPARs contrdlent aussi I'expression et |'détidies protéases impliqguées dans le
remodelage tissulaire et l'angiogenese qui sont pexessus essentiels pour le
développement folliculaire et lutéale [54-56]. PPABont des médiateurs importants des
réponses inflammatoires [57]. Le processus de |kbwn a été assimilé a une réponse
inflammatoire [58] et les prostaglandines, les gipaux régulateurs de l'inflammation, ont
des roles bien définis dans l'ovulation ainsi qa@sdla fonction lutéale [59]. L'enzyme
limitante dans la production des prostaglandindslascyclooxygénase-2 (COX-2). La
région promotrice de la COX-2 contient un élémeatrédponse pour les PPARs [60],
indiquant que les PPARs peuvent controler directema transcription de ce géne.
L’expression périovulatoire de PPAR laisse a penser qu'il joue un rbéle inhibiteur sur
I'expression de la COX-2 in vivo dans les cellubssriennes. Non seulement PPABeut
réguler I'expression de COX-2, mais comme indiquéc@demment, les prostaglandines
sont eux-mémes ligands endogenes de PRAR outre, PGF2 peut activer une cascade
de kinase aboutissant a la phosphorylation de PPARa l'inhibition de son activité [61].
En résumé, ces résultats indiquent qu'il existe wvelation entre la présence des
prostaglandines, I'activation et /ou l'inhibitioasdPPARS.

3.1.3.4 La prolifération cellulaire et 'apoptose

PPARs sont impliqués dans l'apoptose ainsi qus taoontrble du cycle cellulaire [62].

Dans plusieurs cellules cancéreuses, les thiameliiibnes, des agonistes de PPRBont

capable d’induire une apoptose en agissant suérdiffes voies de signalisation (p53,
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caspases, Bax et Bcl2, pour revue [63]). D’'autm, gagoment et coll., ont montré que la
rosiglitazone, un agoniste PPARdiminue la prolifération des cellules de la giasa de
brebis [37]. PPAR est exprimé dans les cellules cancéreuses daalgsa [64], et dans
les carcinomes épithéliaux ovariens [65]. Il arétintré que I'expression de PPARSt plus
élevée dans les tumeurs malignes que dans des rurbénignes [65]. La susceptibilité
génétique pour le développement du cancer de toeat liée au géne BRCAL. BRCA1 est
un suppresseur de tumeur, et son expression eshudien dans de nombreux cas
sporadiques de cancer de l'ovaire. Une étude dwateifj et coll. a montré qu'il existe un
PPRE dans la région promotrice du géene codantBR@AL [66]. D'autre part, des ligands
synthétiques ou endogenes de PRARIgmentent I'expression de BRCAL dans les cellules
MCF-7 cancéreuse mammaires humaines [66]. De pusgue des souris hétérozygotes
(PPARY +/) et des souris témoins sont traitées aveaentacancérigéne; les souris PPAR
y +/- développent plus de carcinomes ovariens ecassnomes progressent plus vite par
rapport aux souris témoins [67]. En résumé, cenées indiquent clairement que PPAR

peut avoir un effet protecteur contre le développeinde cellules ovariennes cancéreuses.

3.2 Effets directs : Les récepteurs LXRs (Liver X Rceptor)

Comme les PPARSs, les Liver X receptors sont des péines de la superfamille

desrécepteurs nucléaireslls régulent le métabolisme diwcholestérolet deslipides dans

'organisme. lls existent sous deux isoformes LX&R et LXRP, qui présentent 80%
d’homologie. La forme active et fonctionnelle du réepteur LXR est un hétérodimere
formé par I'association de la protéine LXR avec I&RXR. Les oxystérols, qui sont des
dérivés oxydés ducholestérol lient naturellement et sont les principaux ligangd des

LXRs. Cependant, les acides gras insaturés, tel qli@cide arachidonique peuvent agir

comme antagonistes des récepteurs LXRs et inhiber I'activation de gees cibles. Les
fonctions des LXRs consistent en la régulation dehloméostasiedes lipides en général
et du cholestérol en particulier.

Chez la souris, les récepteurs LXRs ont un roleomamt dans les fonctions de
reproduction. En effet, les souris femelles défités en LXRa ou 3 sont hypofertiles et
montrent un dysfonctionnement au niveau de I'oved¢g8]. D’'autre part, des agonistes de
LXR inhibent in vitro la production de progestérqra des cellules de la granulosa humain
issues de ponctions folliculaires [69]. Ainsi, lesxepteurs LXR semblent étre impliqués

dans la maturation ovocytaire et la stéroidogedéseellules de la granulosa.
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3.3 Effets indirects : les adipocytokines

Les acides gras peuvent agir indirectement au nideal’ovaire par I'intermédiaire
de plusieurs hormones (insuline, ....). Parmi cesnooes, nous décrirons brievement les
plus récentes a savoir les adipocytokines, qui deatmolécules exprimées et secrétées par
le tissu adipeux. On attribue de plus en plus ule e ces adipocytokines et plus
spécifiguement de la leptine, et de I'adiponectiaas les fonctions de reproduction. Nous

décrirons trés succinctement les effets de ces ldeuxrones au niveau de |'ovaire.

3.3.1 La leptine

Chez les mammiféres, la leptine est une protén&6dkDa, apparentée a la famille
des cytokines, synthétisée et secrétée principaleper les adipocytes [70]. Elle agit sur
’lhoméostasie générale, notamment en réduisantise plimentaire et en augmentant la
dépense énergétique et la thermogenése [71]. Rtas&périences chez la souris, montrent
gue la leptine posséde un réle fondamental damstaration et le fonctionnement de I'axe
reproducteur [72, 73]. Chez 'lhomme, les patiemtdqurs d’une mutation sur la leptine ou
son récepteur sont affectés d'un impubérisme cdampbar hypogonadisme
hypogonadotrophique [74]. Pour agir au niveau tale, la leptine se fixe sur son
récepteur qui est une molécule transmembranaireildexiste plusieurs formes (une forme
longue et différentes formes courtes) différant pewr domaine intracellulaire [75].
Plusieurs études suggerent que la leptine stimaitel’iptermédiaire de son récepteur de
forme longue la fonction de reproduction en agissam le controle de la sécrétion du
GnRH et des hormones gonadotropes, LH et FSH [V6litefois, elle est également
capable d'agir directement sur les gonades et motarhl’ovaire. En effet, 'expression du
gene de la leptine et celui codant pour les réceptde la leptine a été mise en évidence
dans l'ovaire de rate [77], de femme [78, 79], ahtmaux domestiques [80]. La leptine est
aussi présente dans le liquide folliculaire de fenif®]. Chez la rate, Zackow et coll. ont
montré que la leptine inhibe in vitro la synthé&sedtradiol stimulée par la FSH et I'|GF-1
par les cellules de la granulosa [77]. Des résulianilaires ont été observés par Spicer et
coll. sur des cellules en culture de la granulasaathe en présence d’'insuline [80] et par
Karamouti et coll. a des doses de 100 ng/ml surcdigles de la granulosa humai&d].

Aucun effet de la leptine n'a été cependant obsemwéla prolifération de ces cellules.
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Ainsi, ces expériences réalisées in vitro suggeareataction inhibitrice directe de la leptine
sur la stéroidogenese de I'ovaire. Enfin d’autragaux montrent que la leptine est capable
d’agir sur I'ovocyte. En effet, chez la vache ettiaie, la leptine améliore in vitro la

maturation ovocytaire [82-84]. En revanche, legtsfide la leptine sur le développement

embryonnaire sont trés controversés [85].

3.3.2 L’adiponectine

Comparativement a la leptine et aux autres horsiori@ concentration de
l'adiponectine dans le plasma sanguin est élevéevirm 5 a 10 pg/ml) [86].
L’adiponectine, appelée également ApM1 (adiposetrmabsndant gene transcript 1) ou
GBP28 (Gelatin-binding protein of 28kDa) chez I'nomn est un polypeptide de 244 acides
aminés. De nombreux polymorphismes du gene onmnétén évidence et sont associés a
des variations de 'Indice de Masse Corporell@ parésence de diabéte de type 2, ainsi qu'a
une insulinorésistance, notamment chez des femme$rant du syndrome des ovaires
polykystiques (SOPK) [87]. La concentration d’adipotine varie également en fonction de
parameétres métaboliques : elle est diminuée cresaugts obéses [86] ou souffrant d’'un
diabéte de type 2 [88]. L’adiponectine agit au aiveellulaire en se fixant a au moins deux
types de récepteurs transmembranaires appelés RtippAdipoR2 [89].

L'implication potentielle de [l'adiponectine dans laeproduction et plus
particulierement dans le fonctionnement ovarierré@stnte. L'adiponectine pourrait étre un
lien physiopathologique entre les anomalies méiabes (insulinorésistance) et les troubles
de la fertilité constatés chez les sujets obesdgopatientes souffrant d'un SOPBans
I'ovaire, I'adiponectine a été identifiée dansitpulde folliculaire (femme et truie) [90-93].
Elle est exprimée dans plusieurs compartimentsiensrtels que I'ovocyte (rate) [94], le
corps jaune [95], les cellules de la théeque (petleate, femme) [93-95], et en trés faible
guantité dans les cellules de la granulosa de (66leet de rate [94]. Les récepteurs ont été
retrouvés dans les follicules ovariens de poulég, r&ache, truie et femme [93-95].
L'utilisation d’adiponectine recombinante porcine vitro a induit, sur des cellules de la
granulosa de truie, une augmentation de molécuigdiquées dans I'ovulation tel que la
Cox-2 (cyclo-oxygénase) [92]. Dans les cellulesmaires de la granulosa de rate, une
augmentation de la stéroidogenese a été constarépanse a I'adiponectine recombinante
humaine [94]. Ces actions de l'adiponectine pasgmnt l'interaction avec d’autres
hormones notamment I'lGF-1 [94]. En ce qui concdeweffets de I'adiponectine sur le

développement de l'ovocyte et de I'embryon. Unelese€tude récente montre que
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I'adiponectine améliore la maturation ovocytairdeetiéveloppement embryonnaire chez le
porc [96].

Peu de données sont disponibles a ce jour sur kesstion adiponectine et
reproduction chez la femme mais quelques expérienseggerent un effet endocrine et/ou
paracrine sur la folliculogenése et I'ovulation. Ermffet, nous avons observé chez la
femme, une concentration d’adiponectine plus élewamns le liquide folliculaire que dans
le plasma [93]. De plus, nous avons observé quealipanectine augmente in vitro la
production des stéroides par les cellules de langlasa humaine obtenues apres
ponction ovocytaire [93]. Dans les protocoles ded@dation in vitro, I'adiponectine
circulante et le taux d'oestradiol (follicules reatés) aprées stimulation par la FSH sont
corrélés positivement [97]. D’autre part, dans [€BK, tout comme dans I'obésité, la
concentration de l'adiponectine est diminuée indégdamment de l'indice de masse

corporel [98].

4. Conclusions

Les données présentées dans cette revue soulignmgrtance des acides gras et
leur nature (acides gras saturés vs acides potymesd sur les fonctions ovariennes. La
présence du récepteur aux acides gras, RPARdes récepteurs a la leptine et a
'adiponectine dans les cellules de la granulosggsre qu’'un meétabolisme des lipides
spécifigue a [Il'ovaire pourrait jouer un rdle im@ot dans les interfaces
métabolisme/reproduction. Des travaux complémergasiont maintenant nécessaires pour
approfondir nos connaissances concernant I'impachétabolisme lipidique sur la fonction

ovarienne.
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Légendes des figures:

Figure 1 : Effets des acides gras sur la croissanéaliculaire, la qualité ovocytaire et le
développement embryonnaire chez la vache laitierd.es acides gras polyinsaturés ont
des effets positifs sur la croissance folliculaite, production de stéroides, la qualité
ovocytaire et enfin sur le développement précocbrgomnaire en réduisant la production
de la secrétion de prostaglandines par 'endomké® acides gras saturés peuvent selon les
études avoir des effets opposés a ceux des adideglyinsatures. AGPI : Acides gras

polyinsaturés, AGS : Acides gras saturés. Schéraptadle [99].
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Résumeé Francais

L’adiponectine (Adipo), produite par le tissu adigejoue un role dans le métabolisme
(insulino-sensibilité). AdipoR1 et AdipoR2 sont sescepteurs. Dans I'ovaire, I'Adipo
s’exprime surtout dans les cellules de la theqoesaju’AdipoR1 et AdipoR2 sont aussi
présents dans les cellules de la granulosa, chéegmane, la rate et la poule. L’Adipo
augmentein vitro, la synthése de progestérone (P4) et d’oestrédit)linduite par I''GF-1.
Les voies de signalisation MAPK (p38 et ERK) etlddViPK peuvent étre activées par
I'Adipo. Des fortes concentrations de glucose én#at, in vitro, dans des cellules de la
granulosa ein vivo, chez des rates diabétiques (Streptozotocin®gikse de la production
de P4 et de E2. Le glucose ne modifie pas I'expresd’AdipoR1/R2. En conclusion,
'Adipo, présente dans l'ovaire peut réguler largidogenése. Elle pourrait étre un lien
entre le métabolisme et la reproduction.

Mots-clé :Adiponectine-Métabolisme-Reproduction-Ovaire-Sigogénese-Signalisation

Résumé Anglais

Adiponectin (Adipo), produced by adipose tissueaypl a role in metabolism. This
adipokine has insulin-sensitizing properties. Adipas two receptors, AdipoR1 and
AdipoR2. If Adipo is mainly expressed in theca sglits receptors expression are also
present in granulosa cells in ovary of woman, hahrat. Adipo increases) vitro, IGF-1-
induced progesterone (P4) and oestradiol (E2) mtomly in granulosa cells. It can also
activate the signalling pathway of MAPK (p38 and HRand AMPK. High levels of
glucose reduce P4 and E2 production in primarygrahulosa cells and in diabetic rat
(streptozotocin treatment). Furthermore, adipone@ceptors are not regulated by glucose,
in rat ovarian cells. Then, Adipo can modulate @rasteroidogenesis and could be a link
between metabolism and reproduction.

Key words Adiponectin-Metabolism-Reproduction-Ovary-Steameénesis-Signalling
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