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Abréviations
Agrp : Agouti related protein
BP :Androgen Binding Protein
ACTH: Adrenocorticotropin hormone
ADN¢ : Adenosine Desoxyribonucleic Acid
All : Angiotensine Il
AKR1-B7 :Aldo keto reductasel-B7
ALC : Adult Leydig Cells
AMPc : Adenosine mono phosphate cyclique
AP1: Activating Protein 1
ARC : Noyau arqué de I'hypothalamus
ARNmM : Adenosine Ribonucleotide messager
ASIP :Agouti Signaling Protein
Asp Acide aspartique
ATC-1 ou ATC-7 : Adrenal Tumor Cells 1 ou 7
AVP : Arginine vasopressine
CART :Cocaine and amphetamine regulated transcripts
CBG : Corticosteroid Binding Globulin
CEH : cholesterol ester hydrolase
CLIP: corticotropin—like intermediate lobe peptide
Composé B, F, S : Corticosterone, cortisol , desorisol
COS1 ou COSY7 : cellules de rein de singe transfesrpar I'antigéne T de SV40
CPE : carboxypeptidase ester
CREB: cAMP-responsive element binding protein
CRF, CRH: Corticotropin releasing Factor or Hormone
CRF1 et CRF2: Corticotropin releasing factor reoepi et 2
CSCC: cholesterol side chain cleavage
CYP11A1: cytochrome P450 cholesterol side chaawhge ou P450scc
CYP11B ou la 18-HSD : 1B- hydroxystéroide déshydrogénase
CYP11B1 : cytochrome P450 fi-hydroxylase
CYP11B2 : cytochrome P450 aldostérone synthase
CYP21A : cytochrome P450 21-hydroxylase:
DAG: Diacyl glycerol



DAX-1 : Dosage-sensitive sex reversal-adrenal higsyg congenita critical region on X
chromosome, gene 1

DBI: Diazepam Binding Inhibitor
DHEA:Dehydroepiandrosterone

50-DHT : 50-Dihydrotestostérone

DHT-R: Dihydrotestosterone -receptor

dbAMPc: Dibutyryl-AMPc

DIO : Diet induced obesity

DMEM-F12 : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Hamisitient mixture
DMH : Dorso medial hypothalamus

DOC : désoxycorticostérone

El, E2: Oestrone, Oestradiol

EDTA :Ethyl Diamino tetra acetic acid

EIA : Enzyme InmmunoAssay

Elk : facteur de transcription de la voie MAPkinase

ERK : Extracellular signal regulated kinase

ERa , ERB : Estradiol Receptar etf3

FGD : Family glucocorticoid deficiency

hFSH: human Follicle stimulating hormone

GH: Growth hormone

GAPDH :Glyceraldehyde phosphate deshydrogenase
GFP : Green fluorescent protein

GH : La sécrétion liées a I’'hormone de croissance

Gi ou Gs : sous unité G inhibitrice ou stimulatrice

GnRH :Gonadotropin releasing hormone

GPCR :récepteur couplé aux protéines G

GR : récepteurs glucocorticoides

GTI-7 : lignée cellulaire hypothalamique

HCG : Hormone chorionique gonadotrophine

HDL: High Density Lipoprotein

HEK: Human embryonic kidney

HEPES :(4-(2-hidroxyethyl )-1-piperazineethanesuiacid
HFRW : séquence centrale des mélanocortines : RisePArg-Trp-NH.
HHS :Hypothalamus-hypophyse surrénale



HMG CoA : Hydroxy Methyl Glutaryl Coenzyme A
HSL : Hormone sensitive lipase

3B- ou 1B-HSD : 3- ou 1B-Hydroxy stéroidedéshydrogénase
B-HT: hydroxy-tryptamine

5HT : 5 Hydroxy Tryptamine

IBMX : IsoButyrylMéthyl Xanthine

IRMA: Immunoradiometric assay

ICV : Intracérébro ventriculaire

IGFI : Insulin-like Growth Factor-1

IgG : Immunoglobuline G

IL : Interleukine

ILC : Immature Leydig cells

IP3 : inositol triphosphate

IRS :Insulin receptor substrate

ITS :Insulin Transferrin selenium

JAK: Janus kinase

JNK : c-Jun NH2 terminal kinase ou Jun kinase
kb, pb : kilo base, paire de base

kDa : kiloDalton

LC : locus ceruleus

LDL: Low Density Lipoprotein

LXR: liver X receptor

L-Glu : L-glutamine

LH: luteinizing hormone

LHA: Lateral Hypothalamus Area

LHRH : Luteinizing hormone releasing hormone
B-LPH : B-lipotropine

LPS : lipopolysaccharides

Lys ,Arg : Lysine, Arginine

MRAP: Melanocortin 2 Receptor Accessory Protein
MAPK: Mitogen activating protein kinase

MC1-R a MC5-R" Melanocortin type (1- 5) receptor
MCRs : Melanocortin receptors

MEKK: Mitogen activated protein kinase kinase



MEK 1/2: recombinant mitogen activated kinase kaia2
MGAPDH :mouse Glyceraldehyde phosphate deshydregens
MKP-1 ; MAPK phosphatase-1:

MLNG64: metastatic lymph node 64

M-MLV: Moloney murine leukemia virus

a-MSH : a-melanocyte stimulating hormone

NTS : Noyau du tractus solitaire

MTH Il : Melanotan II

MW : molecular weight

NADPH: Nicotine amide dinucléotide phosphate régluit
NBD: NBD (7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)

NDP-aMSH : Nle4,D-Phe7-alpha-Melanocyte Stimulating iHone
NE : norépinéphrine

NF-«B : Nuclear factor«B: facteur de transcription nucléaire
NPV: Noyau para ventriculaire

NPY : Neuropeptide Y

OBR : récepteurs de leptine

P, S : pénicilline, streptomycine

P13 :Phosphate inositol 3

PAM : peptidyle. amidating monooxygénase

PBR : Peripheral-type benzodiazepine receptor

PBS: Phosphate Buffer Solution:

PC : proconvertase

PDE :Phosphodiesterase

PKC , PKA : Protéine kinase A et C

PKB/Akt: protéine kinase B/Akt

PLC : Progeniture Leydig cells cellules mésenchyiikalde progénitures
PMA : phorbol-12-myristate-13-acetate

POMC : pro-opiomélanocortine

PRL : prolactine

Protéine OB: La leptine

PVDF : Polyvinylindene fluoride

PVN: noyau paraventriculaire

Raf : protéine kinase cytoplasmique activée pard@as la voie de signalisation de MAPK.



Raf : Le géneaf code pour des kinases sérine /thréonine spéc#ique
RIA : radioimmunoassay

RNA : ribonucleic acid

SAP : Steroidogenesis Activator Polypeptide

SCF : Sertoli Cell Factor

SCP : Sterol Carrier Protein

SCP2 : Sterol Carrier Protein2

SDS-PAGE:Sodium Dodecyl Sulfate -PolyAcrylamide Gkdctrophoresis
SF1 : Steroidogenic Factor 1

SHBG : Sex Hormone Binding Globulin

SNC : systeme nerveux central

SOCS : Suppessors of cytokines signalling

SR-BI : Scavenger typeB classel

SKF: Specific phosphodiesterase

SHP-2: SH2 (Src-like homology 2) domain-containimgtein tyrosine phosphatase
StAR: Steroidogenic acute regulatory protein

STAT : Signal transducer and activators of tramsmmn

SVF : Sérum de veau foetal

T/ebp , Nkx2,1 : enhanced binding protein

T3: Tri-iodothyronine

T4: thyroxine ou tetra-iodothyronine

TeBG : Testosterone Binding Globulin

TFK: trifluoromethyl ketone

TFR : Tranferrin receptor

TGFa , B: Transforming growth factar,3

TNFo : Tumor Necrosis Factor

TRE : élément de réponse de la partie régulatricgethe c-fos

TRH : Thyroid Releasing Hormone

hTSH: human Thyroid stimulating hormone

Trp: Tryptophane

TVKL1 : gene codant pour la MAPkinase du champighnchoderma virens
T/ebp ou Nkx2,1: thyroid-specific enhanced bindimgtein

VMH : hypothalamus ventromédian

ZG ,ZF : zone glomérulée, fasciculée
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AVANT PROPOS

Le rble prépondérant de la glande corticosurrédales divers processus physiologiques et
dans la régulation de 'hnoméostasie générale dgdiisme n’est plus a démontrer. En effet,
lactivation de l'axe hypothalamus-hypophyse-suaténa travers la sécrétion de ses
principales hormones, la CRH, I'ACTH et des gluaticoides conduit a des changements
périphériques et comportementaux qui augmentecapacité de I'organisme a corriger son
homéostasie, lui permettant ainsi de s’adapteraghé@iorer ses chances de survie et celles
de I'espéce. Les glucocorticoides surrénaliens destfacteurs clé qui interviennent dans la
régulation physiologique de diverses fonctions t&#nées et de plaisir telles que la prise
alimentaire et la fonction de reproduction, sansl les conditions normales ou durant la
réponse a des stimuli de stress. Cependant, endEpitombreuses études rapportées par la
littérature, il reste a éclaircir les mécanismegétgulation de ces processus physiologiques
qui demeurent tributaires de la régulation de éacitlogénese dans la glande surrénale, dans
des situations normales ou de déviations pathalegicconsécutives a une perturbation de
cette biosynthése.

Ainsi le syndrome de Cushing imputé a une surpriboluae cortisol, ainsi que la maladie
d’Addison, la déficience familiale en glucocortides (FGD) et I'hyperplasie surrénalienne
sont des pathologies liées a des défauts de régutie cette stéroidogénese.

Par ailleurs, il est bien démontré le lien étraitre le cortisol, I'obésité, le syndrome
endocrine métabolique ainsi que le diabete de ®pehez 'homme. Cet impact des
glucocorticoides a amené certains auteurs a séi@ues sur le facteur déclenchant I'obésité
en tenant compte du fait que la sécrétion du adrést augmentée chez I’'homme obése: est
ce que les perturbations de la sécrétion du corisoune origine centrale, ou est ce que le
métabolisme périphérique du cortisol serait ledactprimordial dans le déclenchement de
'obésité ? En plus de I'effet permissif des glumdicoides au niveau central, beaucoup de
données récentes de la littérature s’accordent @oamcer que la surexpression de I'activité
réductase de la Bihydroxystéroide déshydrogénase type 1B{HED-1) notamment au
niveau du tissu adipeux et du foie, est responsaéléexces de cortisol constaté chez les
sujets obéses ou atteints du syndrome métabollgiagres les estimations mondiales de
'OMS jusqu’en 2005, environ 1,6 milliard d’adult¢dgés de 15 ans et plus) avaient un
surpoids, et au moins 400 millions étaient obésésen 2015 il est prévu 2,3 milliards
d’adultes en surpoids et 700 millions d’obésesAlggrie pres de la moitié de la population

algérienne présente une obésité: 32,6% accusestipoids, 15,1% ont un exces pondéral



franc et 1,2% souffrent d’'une obésité morbide détstatistiqugubliée en décembre 2003
par Z. Kemali dans la revue Santé Maghreb). Actoedint 80 firmes pharmaceutiques et
organismes a travers le monde s’intéressent a a@wel une approche thérapeutique a
'obésité et au diabéte de type 2 basées sur leerelge d’inhibiteurs efficaces de lafitl
HSD-I.

D’autre part, I'effet «anti-reproducteur» des gloorticoides se traduit chez le méale par une
inhibition de la biosynthése testiculaire de latds&rone, principal stéroide sexuel. Le
contact prolongé des glucocorticoides (le coritb@z I’'homme, ou la corticostérone chez les
rongeurs) avec les cellules de Leydig peut indeirghénomeéne d’apoptose de ces cellules.
L’ensemble de ces données ont conforté l'idéeirtielét que j'ai eu a choisir I'étude de la
régulation de la fonction corticosurrénalienne liene part, a la prise alimentaire et d’autre
part, a la fonction gonadotrope chez le male.

Ce travail qui s’inscrit dans le cadre de projetsrecherche de I'équipe d’endocrinologie
avec le laboratoire L-BPO et avec 'ANDRU (Agencatinale de Développement de la
Recherche Universitaire), m’a permis de préparde ¢hése de Doctorat en deux étapes. La
premiéere, au sein de I'équipe d’endocrinologie defdculté des sciences biologiques de
'USTHB sur le theme «influence de I'axe corticqieosur la fonction de reproduction chez
le lapin méle », avec le suivi scientifique de Madale Professeur Fatima Hadj Bekkouche,
directeur de thése. Afin d’approfondir les connag®s sur les mécanismes de régulation de
la stéroidogénese de cette glande par des tecknidgiebiologie moléculaire, j'ai saisi
l'opportunité offerte par le Ministére de l'enseggnent supérieur et de la recherche
scientifique pour solliciter I'octroi d’une bourskctorale de 18 mois. Ceci m’a permis de
choisir une des approches scientifiques suggéréedpdame le Docteur Martine Bégeot,
co-directeur de thése, et qui fait partie des tleed&yeloppés par son équipe a l'unité Inserm
855 (ex U449) a la faculté de médecine de Laénhgon. Cette approche est intitulée
«régulation de la stéroidogénése surrénaliennéepagcepteurs aux mélanocortines de type
2, 3 et 4. Influence des hormones métaboliguesmp@® tenu de contraintes familiales ma
présence effective au laboratoire a duré 13 maiscaurs desquels jai pu bénéficier du
contact avec I'expérience scientifique riche du teoc Martine Bégeot, comme j'ai pu aussi
apprécier son humilité et sa modestie.

Je souhaite que les résultats de ces 2 étudesibcamir & mieux éclaircir le role
déterminant de la glande corticosurrénale a I'dehpériphérique en corrélation avec
d’autres tissus, dans le controle de deux fonctmmsiologiques importantes que sont la

prise alimentaire et la fonction gonadotrope cleeméle.
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Introduction

La glande surrénale régule un certain nombre detitors physiologiques essentielles dans les
organismes adultes a travers la sécrétion de de&xoi les glucocorticoides, les
minéralocorticoides et les hormone sexuelles, aigsie de catécholamines. Les
glucocorticoides surrénaliens sont des hormones @lé interviennent dans la régulation
physiologique de diverses fonctions végétativesuleie telles que la prise alimentaire et la
fonction de reproduction, soit dans les conditionsmales ou au cours de la réponse a des
stimuli de stress. La biosynthése et la sécréteamglucocorticoides par la zone fasciculée du
cortex surrénalien est régulée par I’'hormone hygsaine, I'ACTH, qui se lie a son récepteur
membranaire (ACTH-R ou MC2-R) et déclenche uneadsale réactions a travers les voies
AMPc et PKA pour stimuler I'expression et la syrgbedes enzymes de la stéroidogéenese
(Penhoatet al,1989). L'ACTH qui dérive du précurseur des pemid&lanocortinergiques, la
pro-opiomélanocortine (POMC), est constituée de&8dus d’acides aminés et montre une
parfaite homologie de séquence de ses 13 prentelssaaminés avec celle deMSH (Fig.1).

Les peptides de la POM& B ety-Melanocyte stimulating hormone, (3, ety-MSH) exercent
leurs effets biologiques sur les cellules ciblesles cing récepteurs aux mélanocortines MC1-
R a MC5-R. a-MSH et ses analogues sont des agonistes qui agiggeavers les récepteurs
MC3-R et MC4-R (Poggiolet al.1986; Murphyet al,2000). L’Agouti-related protein (Agrp)
est un autre composant du systeme mélanocortinergigxprimé dans les noyaux
hypothalamiques, en particulier le noyau arqué egii un antagoniste présentant une forte
affinité pour les récepteurs MC3-R et MC4-R. Langla surrénale est le deuxieme tissu apres
I'hypothalamus qui exprime fortement 'ARNm et laofgine Agrp (Ollmanret al,1997;
Bicknell et al.,2000; Shutteet al.1997; Dhilloet al.,2003) et la sécrete dans la circulation (Li
et al,2000). Il est également démontré que I'Agrp iehi stéroidogénése surrénalienne
vitro (Doghmaret al, 2004; 2005).

Les récepteurs MC3-R et MC4-R qui sont impliquéssda contréle de la prise alimentaire et
’homéostasie énergétique (Fah al,1997) sont aussi exprimés dans la glande sugénal
L’ARNm codant pour MC3-R est détecté dans la saleme rat (Dhilloet al.2003) et de
poulet (Takeuchet al..1999) et dans la lignée surrénalienne humaine H29%ais pas dans le
tissu surrénalien humain normal (Doghn&ral,2004). L’expression de TARNm de MC4-R a
ete également démontrée dans la surrénale de ldlo(Bt al.2003) et dans les cellules H295-

R et les cellules surrénaliennes bovines en cu{idoghman eal., 2004).
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L’augmentation de la production de cortisol estentde apres une stimulation aigue (2h) ou
chronique (24h) des cellules surrénalienne bovimesc NDPeMSH qui est un puissant
analogue synthétique dexdMSH, alors que I'Agrp inhibe la stéroidogénéseré&unalienne
(Doghmanet al,2004; 2005); cela prouve que les récepteurs MC&/Bu MC4-R sont
stimulés pan-MSH et que I’Agrp pourrait antagoniser son eff2bghmanet al.,2007).

D’autre part, il a été montré que I'Agrp stimulesaul’expression de 'ARNm de la leptine
dans les cellules surrénaliennes tumorales Y1 ¢tHNMO5R (Charbonneau at., 2004) et que

la leptine inhibe la stéroidogénése dans la glaondetnale (Bornsteiet al., 1997; Pralonget

al, 1998). Ces données suggérent que des mécanismeéguligtion sont mis en place afin de
controler la stéroidogénese par d’autres voiescglles qui passent par I'activation classique
de MC2-R par 'ACTH. Cependant la régulation desgsteme mélanocortinergique alternatif
dans la surrénale reste incor(fig.2).

Dans la premiére partie de ce travail, nous nowgpqsons d’étudier la régulation de
'expression des récepteurs aux meélanocortinesaesécrétion de I'Agrp par plusieurs
hormones intervenant soit dans la stéroidogénestedans 'homéostasie énergétique telles
gue la leptine et 'insuline en utilisant la lignée cellules tumorales surrénaliennes de souris
ATCT7-L. Cette lignée a toutes les caractéristigies cellules surrénaliennes et produit de la
corticostérone dans les conditions basales et stimsilation par 'ACTH (Sahut-Barnola et
al.,, 2000; Ragazzoret al, 2006) contrairement aux autres cellules tumeralous
compléterons cette étude par des résultats obtmudes surrénales prélevées sur des souris
contréles ou nourries avec un régime riche endipiciduisant I'obésité (DIO) et qui montrent
une résistance a l'insuline et a la leptine (Mometes., 2003).

Par allleurs, il existe une relation directe enti&at nutritionnel et la sécrétion des
gonadotrophines chez les males puisque une natriiméliorée ou une malnutrition
influencent la frequence des pulses de LH (Bladheal.e 2002), alors qu’'une privation de
nourriture inhibe le pulse générateur de GnRH, riegdence des pulses de LH et la
stéroidogénese testiculaire (Brabal, 2007). De méme que les systemes de reproduetion
de la croissance sont fortement inhibés par Idérdifites composantes de I'axe hypothalamo-
hypohyso-surrénalien. Ainsi, la CRH supprime larééon de GnRH par les neurones du
noyau arqué de I'hypothalamus (ARC), et les gludimmides exercent un effet inhibiteur au
niveau des neurones du GnRH, des cellules gonagustreécrétant LH et FSH ainsi qu’au
niveau des gonades (Chrousstsal.1998). La question de savoir si les glucococortiesi

affectent la fonction testiculaire directement éagissant avec les cellules de Leydig, ou par
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une interaction entre 'ACTH et les cellules de tligyn’est toujours pas élucidée. Alors qu'il
existe des données prouvant un mécanisme indiretddpendant (Welstet al,1982;
Charpenett al,1982; Lalalet al.,1990; Briskiet al.,1995), plusieurs travaux ont démontré une
influence directe des glucocorticoides sur lesutedl de Leydig(Fig.3). Des étudesn vitro
confirment I'effet inhibiteur des glucocorticoidesr la stéroidogénése testiculaire (Bambino et
Hsueh;1981; Welskt al,1982; Hales et Payne, 1989; Srivastaval.,1993). La sécrétion des
glucocorticoides elle-méme est soumise a une régula travers la fonctionalité des
récepteurs GR (Spiga et al.,2007; 2008). Il appaassi que 'ACTH inhibe la sécrétion
hypophysaire de LH chez les ovimsvivo (Fuquay et Moberg, 1983) it vitro (Moberg,1984;
Matteri et Watson,1986), alors qu’elle stimule diegnent la sécrétion de testostéran&ivo
chez le lapin (Pitzedt al,1984) etin vitro par le testicule de lapin et de porc, mais eleepas
d’'effet sur celui du cobaye, du hamster, du rat du chien (Juniewicz et
al.,1988). L'expression du récepteur MC2R spécifiqueéACTH dans les testicules a été
rapportée (O’Shaughnessy al, 2003; Nimuraet al, 2006; Johnstoet al, 2007), avec un
effet direct de I'ACTH sur les testicules foetaug tht (O’'Shaughnessgt al, 2003). Par
ailleurs chez le rat, la dexaméthasone diminuedtostérona vitro (Agular et al., 1992) en
vivo (Toheiet al,1997), alors que la testostérone ou la LH ne pastaffectées chez le cobaye
(Fenske,1997). Par contre la corticostérone eelaméthasone diminuent les taux circulants
de LH et FSH. Cependant, la corticostérone n'affeets I'expression des ARNsm codant pour
les sous unités Llet FSHB, alors que la dexaméthasone ne modifie pas I'sspe de la
GnRH et de L mais diminue celle de F$HGoreet al,2006). Chez le lapin, une seule étude
rapporte une diminution de la testostéronémie pange a la dexaméthasone (Lupo,1993).

De ce fait, dans la deuxieme partie de notre tralaious est apparu opportun d’aborder
I'étude de linteraction entre les fonctions castiope et gonadotrope chez le lapin domestique
male adulte. L'approche consiste a estimer la i@aclte I'axe hypophyso surrénalien ainsi que
celle de I'axe hypophyso-gonadique a une injectiencortrosyn (analogue synthétique de
'ACTH ;.24) et de dexaméthasone, a travers les variatiossigires du cortisol plasmatique et
surrénalien, et celles 'ACTH; ces variations se¢raorrélées a celles de la fonction
gonadotrope, a travers l'analyse des variationsladeéestostérone au niveau glandulaire
(testicule et surrénale) et plasmatique ainsi galées des gonadotrophines dans le plasma. Les
résultats nous permettront de proposer un ou plisienécanismes de régulation qui
contribueraient a mieux comprendre le réle de Endg¢ surrénale dans le contrdle de la

fonction gonadique chez le méle.



Premiere Partie

Régulation de I'activité corticosurrénalienne :

Etude des récepteurs aux meélanocortines



Partiel- Rappébnction surrénalienne

I- La fonction surrénalienne
1- Anatomie et morphologie de la glande surrénalgfigure 4a et b)

Les glandes surrénales ou surrénales, sont demxagaendocrines de forme triangulaire,
localisées chez I'homme et les rongeurs aux palpérgeurs des deux reins. Chez une espéce
telle que le lapin, les surrénales sont completérdessociées des reins et sont attachées au
tissu conjonctif de la paroi dorsale, de part autte de la veine cave inférieure. Les surrénales
sont vascularisées de leur capsule vers la zonellaigd par des artérioles issues de l'aorte,
des arteres phréniques et des artéres rénales. &fifg essentiellement responsables de la
gestion des situations de stress a travers la &ymtbt la sécrétion de corticostéroides et de

catécholamines.

1-1 La corticosurrénale
Les cellules de la cortico-surrénale contiennentétitculum endoplasmique lisse développé,
de nombreuses mitochondries, des vacuoles lipidigete parfois de la lipofuchsine, un
marqueur de dégénérescence. Chez les mammiféresrti@aosurrénale est composée de
cellules séparées en zones fonctionnelles dissirguiedélimitent de I'extérieur vers l'intérieur
du cortex :
- la zone glomérulée représente environ 10% durweldu cortex est située immeédiatement
sous la capsule et produit principalement les raloéorticoides comme I'aldostérone qui est
requise dans le contrdle de la concentration d'elad’électrolytes dans l'organisme. Ses
cellules sont organisées sous forme de cordonséseaux arrondis, ou glomérules. Son
organisation est spécifique de I'espece et onnmdjgg des différences entre celle de 'homme,
du lapin et de la souris.
- la zone fasciculée est sous-jacente a la zomadgldée et occupe 65 a 70% du cortex. Les
cellules s’organisent d’'une ou deux couches sommdale cordons paralléles et séparées par
des capillaires. Dans les situations de stress’é@atd émotionnels, cette zone produit des
glucocorticoides, principalement le cortisol ché#minme et les primates, la corticostérone
chez le rat et la souris ou le cortisol et la codiérone chez le lapin..
- la zone réticulée représente entre 20 et 25% attexc et synthétise les androgenes
surrénaliens, essentiellement la DHEA et 'andmstione, mais aussi de la testostérone chez
’lhomme mais pas chez les rongeurs. L'irrigationggane de ces zones s’effectue par trois
petites sphéres capsulaires, supérieure, moyeniméédeure qui s'organisent en un réseau

sous-capsulaire, cortical puis médullaire.
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1-2 la médullo-surrénale
La meédullo-surrénale est la principale source oa@ip® d’hormones du groupe des
catécholamines (adrénaline et noradrénaline) gumpt de répondre a des situations de stress
ou de réactions émotionnelles. Comme son nom Hinglj elle est située dans le prolongement
et en profondeur par rapport au cortex. Ses csllalgpelées cellules chromaffines sont

disposées en amas, ou en colonnes et entouréags&au riche en capillaires.

2- Production des stéroides surrénaliens
La production des hormones stéroides surrénalierdsedte aussi bien de la propre sensibilité
de chaque zone en réponse a un sécrétagogue gpeddingiotensine 11, potassium, ACTH)
qui stimulent la transcription des genes stéroidege que de la localisation stricte des
hydrolases qui catalysent les étapes terminalés stéroidogénese.
En effet la production d’aldostérone est esseptiatint sous le contrdle de I'angiotensine Il et
du potassium qui agit a travers le systéme messhg€d”® alors que I'ACTH est le principal
régulateur de la production des glucocorticoidesda zone fasciculée et exerce son effet en
générant ’AMP cycligue comme messager intracehela

2-1 Le cholestérol précurseur de la biosynése
2-1-1 Origines du cholestérol

Tous les tissus stéroidogenes captent le choléstérartir des lipoprotéines plasmatiques qui
transportent le cholestérol sanguin sous sa fost&iféée, mais ont la capacité de synthétiser
le cholestérol de novo a partir de I'acétate. Latlsdyse du cholestérol est initi€e par une étape
limitante catalysée par une enzyme microsomiqueM@ CoA réductase ou mévalonate
NADP oxydo-réductase qui utilise 2 molécules de NPADH', et qui transforme le 8
hydroxy-3-meéthyl-glutaryl-coenzyme A en mévalonate. Cetteyare allostérique est inhibée
par le produit final de biosynthése, c'est-a-déreHolestérol.
Dans les cellules a fonction stéroidogene (suredndesticules, ovaires, tissu adipeux), les
stéroides sont synthétisés a partir du cholestiéra cytosolique dont une partie importante
provient des lipoprotéines a faible densité (LDIasmatiques captées par endocytose chez
’homme et des lipoprotéines a haute densité (HDhg&z les rongeurs in vivo et in vitro
(Gwynneet al,1976), et 'autre partie moins importante proviee la synthesee novoa
partir de l'acétyl-coenzyme A. Il est transféré svyda mitochondrie par la Sterol Carrier

Protein2 (SCP2) ou se produit I'étape limitantdadstéroidogénése, la synthese\8e
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prégnénolone. Dans les surrénales des rongeursadture intracellulaire et le transfert
intramitochondrial du cholestérol sont facilitéspectivement par SR-BI (Scavenger receptor
binding class B type I) un récepteur des HDL, atlpeStAR (Steroidogenic acute regulatory
protein) (Stocco et Clark,1996). La majeure frattitu cholestérol est stockée comme ester de
cholestérol et avant qu'il n’entre dans la voiehi@synthése, il est hydrolysé en cholestérol
libre par I'action de la cholestérol ester hydreléSEH).

La molécule de cholestérol étant hydrophobe, pabird’action de la cholesterol side chain
cleavage (CSCC), elle doit franchir la barrierestiinée par le milieu aqueux qui regne dans
'espace inter membranaire de la mitochondrie. Ethmné que la diffusion du cholestérol
dans ce milieu agueux est extrémement lente ebumaif pas suffisamment de substrat pour
entretenir la production des stéroides (Johnsbml,1991), cela nécessite la synthese de
molécules protéiques qui facilitent le transfert cholestérol a travers cette barriere pour
former un « pool pré-stéroidogénique » dans I'espater membranaire. Des études utilisant
la cycloheximide montrent que l'inhibition de lantlyése de ces protéines bloque la synthése
des stéroides (Steveesal,1993).

2-1-2 Tranfert du cholestérol dans la mitchondrie
Plusieurs molécules ont été préconisées d’intendanis le transfert du cholestérol du cytosol
vers la membrane interne de la mitochondrie tejlesSCP2, SAP, PBR ou StAR.

2-1-2-1 Sterol Carrier Protein 2 (SCP2)
C’est une protéine de 13 KDa découverte abondamuhemd le foie, mais qui n’a pas des
niveaux élevés dans les tissus stéroidogenes.été anontré que SCP2 intervient dans le
transfert du cholestérol vers la mitochondrie aveaapport 1:1 et est capable de stimuler la
production des stéroides dans les mitochondridéesale surrénales (Mcnamara et Jefcoate,
1989). La co-expression de SCP2 avec la CSCC d@téhadoxine dans les cellules COS-7
entraine une augmentation de la production de®ides de 2,5 fois par rapport a celle
observée avec les enzymes stéroidogénes seulesndaep la synthese de SCP2 est régulée
par 'ACTH (Trzeciaket al,1987) et la stimulation des surrénales par I'AQTa pas d’effet
sur les niveaux de SCP2 (Van Amerongsnal,1989) alors que leur traitement avec un
anticorps anti-SCP2 inhibe la production des sti@®(Chanderbhaat al., 1986).
Il n'est pas établi que SCP2 transfere effectivenieeoholestérol dans les mitochondries, mais

il est probable gu’elle fonctionne en maintenaml@uvement des stéroides dans les cellules



Partiel- Rappébnction surrénalienne

en support a la stéroidogénése en affectant $atibn du cholestérol dérivé des microsomes
(Pfeiefer et al,1993). En effet, le phénotype normal et les nixeaériques normaux en
stéroides (testostérone, progestérone et cortioidés) chez des souris ayant subi une
délétion du géne SCP2 suggere que SCP2 n’est pasties pour la stéroidogénéese gonadique
et surrénalienne (Seedat al,1998) et qu’'un mécanisme additionnel ou compeirsatoit

exister pour le transfert du cholestérol.

2-1-2-2 Steroidogenesis Activator Polypede (SAP)
Il s’agit d'un peptide a de 3,2kDa, purifié a pade cellules tumorales de Leydig (Pedersen et
Brownie,1987) qui augmente dans le cas d'une sétianl trophiqgue de nature hormonale,
mais cette augmentation est empéchée en présermyeldaeximide (Pedersen,1987). Il a été
démontré que des mitochondries isolées sont capdl@dagmenter la production des stéroides
4 a 5 fois de fagon dose-dépendante, indiquanteg@AP aurait un réle dans le transfert du
cholestérol dans les organites, mais ce role disteité vu que le mécanisme par lequel le SAP
transporterait le cholestérol vers la membranenetele la mitochondrie n’a pas été démontré

de facon satisfaisante.

2-1-2-3- Peripheral-type benzodiazepinmeceptor (PBR)

PBR est une protéine de 18 kDa présente a des rdomoens élevées dans la membrane
externe de la mitochondrie de la plupart des @slylcompris dans les tissus stéroidogenes
(Amsterdam et Suh,1991). Le ligand endogene de BBRle peptide Diazepam binding
inhibitor (DBI ) de 10kDa appelé aussi endozepibesta et Guidotti ,1991) . Les agonistes de
PBR augmentent la production des stéroides danselkdes de Leydig ou dans les cellules
surrénaliennes tumorales, dans des cellules slisénes en culture et dans mitochondries
isolées, alors que les antagonistes de PBR inhlagarbduction de stéroides dans les cellules
de Leydig stimulées par 'ACTH (Papadopoukisal, 1990). De plus I'addition de DBI a la
CSCC est capable de stimuler la conversion du stésld en prégnénolone (Brown et Hall,
1991). L’effet stimulateur des agonistes de PBRbaésh établi dans la littérature, mais le
mécanisme par lequel le systeme DBI/PBR peut affdet transfert du cholestérol vers la

mitochondrie n’est pas clair.

2-1-2-4- Steroid Acute Regulatory Protri(StAR )
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Chez I'homme le gene de StAR est localisé sur lmrmobsome 8pll et la protéine est
composée de 285 acides aminés. StAR est une phorspdioe de 37 kDa synthétisée dans le
cytoplasme et transportée dans la mitochondridletest clivée en une forme de 30kDa.

Le réle essentiel et irremplacable de StAR chearlammiféres a été suggéré pour son action
a stimuler la stéroidogénése dans les cellulesrale®MA-10 de souris (Clarkt al,1994),
dans les mitochondries isolées (Kiegal, 1995), et dans les cellules transfectées étial.,
1995). Les sujets humains porteurs de mutationsngitivent StAR montrent une réduction
marquée de la stéroidogénése gonadique et sua@maliconduisant a une accumulation du
cholestérol dans les gouttelettes lipidiques éhyperplasie lipoide surrénalienne congénitale
(Lin et al, 1995), et la délétion du gene de StAR chez laisse traduit par un phénotype de
stéroidogénese perturbée et d’'une accumulationipides dans la surrénale (Carat
al.,1997). Trois hypothéses ont tenté d’expliquemécanisme par lequel StAR médie le
transfert du cholestérol vers la membrane intemdadmitochondrie, la premiere est que le
processus de translocation sert a la formatioritee de contact entre les membranes externe et
interne pour permettre au cholestérol de travelgspace intermembranaire suivant un
gradient chimique soit que StAR fonctionne commepligpart des autres protéines de transfert
et agit a I'extérieur de la mitochondrie (Stocc60@). La troisieme hypothése est formulée
apres la caractérisation d’'une protéine MLN64 (istetzc lymph node 64) qui montre 35%
d’identité structurale avec StAR related lipid-séert domain (START) (Ponting et Aravind,
1999). La cristallographie aux rayons X et le madel moléculaire révélent I'existence d’un
tunnel hydrophobe dans le domaine MLN64 START auinet d'accommoder la molécule de
cholestérol. Une autre molécule synthétique, MENTH@nologue N-terminal de MLN64 est
aussi impliquée dans le transport du cholestériy(At Tomasetto, 2006).

Les travaux de Petreset al,(2001) montrent que la StAR stimule de 100 feisransfert de
stérols vers la mitochondrie et augmente rapider@efdrmation des domaines transférables
du cholestérol dans les membranes mitochondriatdéds. La StAR est 67 fois plus efficace
dans le transfert du cholestérol des mitochondiegellules stéroidogénes MA-10 que des

mitochondies de fibroblastes humains comparée 2 I6Rt I'efficacité est de 2,2 fois.

2-2 Biosynthese des corticostéroides (figub)
Dans la mitochondrie, le cholestérol est conventiA®-prégnénolone grace a l'action du
cytochrome P450 Side chain cleavage qui possedecti8ités : 22-hydroxylase, 20

hydroxylase et 20-22 desmolase ou lyase; ainsisarihétisés successivement le 22-hydroxy-
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cholestérol, le 2@22dihydroxycholestérol et la5-prégnénolone. Ces enzymes agissent
successivement sur la chaine latérale du choléstéro

- Par un mécanisme de transfert d’électrons du NADRrs une protéine Fer-soufre,
'adrénoxine grace a une enzyme a flavoprotéirerénoxine réductase. Ces enzymes sont
localisées dans la matrice mitochondriale.

- L'adrénoxine transfére ensuite ses électronsisarforme spécifique de cytochrome P450, la
cholesterol side chaine-cleavage P-450 (P450sc@lisée dans la face interne de la
membrane interne de la mitochondrie .

- Cette chaine de réactions aboutit a I'activatier’oxygeéne qui est nécessaire a l'activité de
la desmolase. Le clivage de la chaine latérale hahlestérol en prégnénolone nécessité 3
molécules d’oxygene moléculaire et 3 molécules A®RH. Les deux premiers sont requis
pour les hydroxylations en position 20 et 22 dtdésieme est indispensable pour le clivage de
la liaison entre les carbones 20 et 22.

La prégnénolone produite traverse la barriere rhitadriale pour se localiser au niveau du
réticulum endoplasmique ou elle subira les tramsé&dions supplémentaires.

La différence zonale de production des stéroidésatsbuée a une zone d’expression
spécifique de 2 cytochromes P450 hydroxylases tsteitement liés. Toutes les réactions
conduisant du cholestérol a la désoxycorticostésmme catalysées par I'action séquentielle de
3 enzymes exprimées a travers le cortex surréndikenytochrome P450 cholesterol side
chain cleavage (P450scc ou CYP11A1),fahgdroxystéroide déshydrogénasp-£8SD) et le
cytochrome P450 21-hydroxylase (CYP21A) (Miller8I%

- Dans les surrénales humaines, de veau, de metitde porc, la prégnénolone est convertie
par une seconde forme de cytochrome la P45@a 1%-hydroxyprégnénolone.(17-OH
prégnénolone)

- Les surrénales de rat, de lapin, de hamster ebbaye ne contiennent pas la P45@t la
prégnénolone est directement transformée en pragest@ar la B-HSD.

- Chez 'lhomme, la@HSD convertit la 1d-OH prégnénolone en &7fOH progestérone.

- La progestérone et la d-hydroxyprogestérone subissent ensuite une hydateyl par le
cytochrome P45@,; et aboutit a la synthese de la désoxycorticose(@OC) et du 11-
désoxycortisol (S). Les hydroxylases microsomaf450g; et P450g; sont réduites par
NADPH via une flavoprotéine microsomale, la NADPHtachrome P450 réductase
(Hiwatashi et Ichikawa, 1979).
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- L’aldostérone synthase (CYP11B2) et Ig-iydroxylase (CYP11B1) transforment la DOC
respectivement en aldostérone dans la ZG et ercastdrone dans la ZF chez les rongeurs
(Domalik et al.,1991), mais chez I'homme CYP11B1l transforme le @&4edycortisol
(composé S) en cortisol. L'aldostérone synthasstmpas exprimée dans les cellules tumorales
surrénaliennes de souris ATC7-L (Raggaebal., 2006).

- La DOC et S quittent ensuite le RE et entrentsdarmitochondrie pour I'étape finale de la
production des glucocorticoides qui est catalysée yme deuxiéme forme de cytochrome
P450, le cytochrome P45@ ou CYP11B. Cette enzyme est également localisés ta
membrane mitochondriale interne et utilise les n®nteenzymes réduits requis pour
'adrénoxine et I'adrénoxine réductase.

- La corticostérone (B) est le glucocorticoide ruajehez les rongeurs et le cortisol est
primordial chez 'homme. Chez le lapin F et B sprédsents avec une prédominance de B alors
que chez les primates la 11-désoxycortisone eshtskie. Ces étapes ont lieu dans la zone
fasciculée. Chez les especes possédant P4b@Ads cette zone telles que 'homme, les
stéroides en C19 comme l'androsténedione et la DBl produits par I'activité de la 17,20-
lyase et servent ainsi de précurseurs a la synttiesestéroides sexuels par d'autres tissus.
Cependant des préparations purifiées de surréralate testicules (Najakiet al,1981)
possédent aussi bien I'activitédtidydroxylase que la 17,20-lyase nécessaires ragpemnt
pour la synthése des glucocorticoides ainsi questdesides sexuels. Cela est conforté par la
localisation de l'activité des deux enzymes sumiléme chaine polypeptidique a travers
I'expression de 'ADNc de la P450-d®ans les cellules COS-1 dérivées du rein de singe
(Zuberet al,1986).

3- Transport plasmatique des glucocorticoides

Les stéroides surrénaliens se lient de maniéregiéle dans le plasma a des protéines de
liaison et seule la fraction libre présente uneivaét biologique. Dans les conditions
physiologiques, 80% du cortisol est lié a la tramsce ou CBG (Corticosteroid Binding
Globulin) (Hammondet al,1990) afin de permettre a cette hormone lipoptii#dre soluble,
10% est lié a I'albumine et environ 10% du cortiest libre. La CBG, une glycoprotéine de

32 kDa présente une forte affinité mais une fadialeacité pour les glucocorticoides.

4- Réle physiologique des glucocorticoides

4-1 Les récepteurs aux glucocorticoides

10
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Les glucocorticoides exercent leurs effets a tsadess récepteurs cytoplasmiques des cellules
cibles (Smith et Toft, 1993). Deux types de récept®nt été mis en évidence dans les centres
nerveux chez le rat, le récepteur de type | (GRM®R) des minéralocorticoides qui a une
affinité plus élevée pour le cortisol (Kd~0,5nM) eque récepteur de type Il aux
glucocorticoides (GR) (Kd~2,5nM) (Reul et de klt685). MR contr6le le rythme circadien et
basal des corticostéroides durant les phases ble ftivité de I'axe HHS. GR est sollicité
dans les phases d’activité aigues de I'axe HHS Waréponse au stress et a I'inflammation. lls
font partie des récepteurs nucléaires qui intenaeh dans la réponse aux stéroides. La
spécificité d’action des minéralocorticoides esilité¢e par I'action de la Jthydroxystéroide
déshydrogénase (BHSD) Les MR et GR sont des récepteurs cytoplasesicgous forme

inactive qui sont liés & a un complexe protéiquéeadamille des heat shock protein (hsp).

4-2 Mécanisme d’action des glucocorticoides (fige 6)
Dans le cas du cortisol en réponse a une inflanematcelui-ci traverse la membrane
plasmique par simple diffusion et se lie a son péaa, formant le complexe hormone-
récepteur. Le récepteur activé est dissocié ded@ipe hsp90, puis translogué dans le noyau
ou il se lie comme un monomére de maniere directmdirecte a des facteurs de transcription
AP-1 (Activating protein-1) ou NikB (Nuclear factokB) afin d’activer la réponse appropriée
a I'expression du gene responsable de l'inflamma@imure 6), ou bien le récepteur activé
réagit sous forme de dimére avec une séquencdigpéail’ ADN appelée élément de réponse
aux glucocorticoides (ERG) en court-circuitant djg¢ de liaison au premier site de
transcription pour empécher I'expression du géspamsable de I'inflammation.(2). Le dimére
peut aussi induire I'expression de l'inhibiteur N&-«xB, [kBx qui induit a son tour une
interaction spécifique soit avec la mitogen-actdaprotein kinase (MAPK) ou phosphatasel
(MKP-1) qui peut réguler I'activité de la sous @nip38MAPK et stabilise TARNm. Le
glucocorticoide peut aussi augmenter les niveasxitéenucléases cellulaires et des protéines
déstabilisant les ARNm (Adcock et Ito, 2005)

4-3 Inactivation du cortisol et réle de la 1-HSD (figure 7)
La 118-hydroxystéroide déshydrogénasepHSD) est une enzyme qui catalyse la conversion
des formes actives des glucocorticoides (cortigolcarticostérone) en formes inactives
(cortisone et 11-déhydrocorticostérone) permetarti de réguler I'accés des glucocorticoides

a leurs récepteurs au niveau central ou périph@rigatte enzyme montre une activité

11
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bidirectionnelle dans les homogénats tissulairele®ipréparations microsomiales, mais elle
agit dans les cellules intactes essentiellementno@nune 1f-réductase. Il existe deux
isoformes, la 13-HSDI et .

L’activité réductrice prédomine dans laptiSD de type | humaine ou de rat (Moatal,
1995), qui est NADPH dépendante et transforme ttisome et la 11-déhydrocorticostérone
respectivement en cortisol et en corticostéronesDes organes tels que le foie et le poumon,
la 113-HSD agit comme une réductase, et augmente la misipte de la forme active des
glucocorticoides (Walkeet al,1995). Par contre l'isoforme RHSDII est exclusivement
oxydative (déshydrogénase) dans des organes commanl, et inactive le cortisol en le
transformant en cortisor{€igure 7). En plus de 'hnomme, I’ARN et les protéines dell-
HSD-I sont exprimés chez la souris, le lapin, Ibay@, le mouton, le taureau et le porc (Draper
et Stewart, 2005). L’action de I'enzyme tend a diner la concentration du cortisol, ce qui
'empéche de se lier de maniére non spécifique reagpteurs MR des minéralocorticoides
(Rusvai et Naray-Fejes-Toth,1993). Cette enzymenetrainsi de protéger certains tissus
comme le rein d’'une exposition prolongée au cadrtisais aussi au niveau d’autres organes ou
il exerce des effets catabolisants, immunosuppuesset anti-reproducteurs (Bjorntorp et
Rosmond, 2000). Chez I'homme, le cas d’'un excesrapp de minéralocorticoides résulte
d’'une déficience de l'activité BIHSD oxydative, associée a une mutation du gera dég-
HSDII, et qui semble étre responsable de I'augntiemtantracellulaire anormale en cortisol
(Seckl, 1997). Les souris BHSD-I ™) incapables de convertir la déhydrocorticostérone en
corticostérone conservent une activité3-HSDII totale ainsi que leur fertilité (Draper et
Stewart,2005), alors que les surrénales de souédkesmdéficientes en RIHSD-I sont
hypertrophiées suggérant une hyperplasie surrémaigui est compensée par la stimulation
de I'axe surrénalien qui restaure un niveau deicasterone plus élevé que celui des souris

normales (Holmest al.,2001).

4-4 Effet anti-inflammatoire et anti-allergigue
En cas de sécrétion excessive ou dadministrat®ncdrtisol exerce deux effets anti-
inflammatoires essentiels : il bloque les étapeégalas de l'inflammation avant qu’elle ne
débute en diminuant la perméabilité capillaire, egitraine la résolution rapide de
inflammation par un effet immunosuppresseur gairfe la multiplication des leucocytes. Les

glucocorticoides diminuent la synthése du TdNét de l'interleukine-I.

12
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4-5 Action apoptotique sur le thymus
Les glucocorticoides et en particulier la dexamstha induisent une mort programmeée ou
apoptose des thymocytes immatures en induisangnthhése d’endonucléases qui détruisent
'ADN. Ills augmentent aussi la concentration ingladaire de calcium et inhibent la
biosynthese du cholestérol (Dupoetyal.,1993).

4-6 Effet sur les glucides
Les glucocorticoides représentés essentiellementlep@ortisol sont hyperglycémiants en
stimulant la néoglucogenése a partir des acidesémrglucoformateurs issus du catabolisme
des protéines, et favorisent I'accumulation de ofme hépatique (glycogénogenése). lIs
exercent un effet permissif sur la néoglucogenggmose a celui de l'insuline, car ils ne
suffisent pas seuls a la stimuler mais sont néesspour la faire fonctionner. Au niveau
périphérigue comme dans les muscles striés, dansseis lymphoides ou cutanés, ils inhibent
aussi le transport intracellulaire du glucose. larénalectomie provoque une tendance a

I'hypoglycémie et une sensibilité a I'insuline (Duyy et al,1993).

4-7 Effet sur les protéines
Les glucocorticoides ont un effet catabolique ®& protéines de structure qui conduit a
'accumulation des acides aminés dans les musqleslettiques, avec pour conséquence une
balance azotée négative. Les acides aminés ghmeafeurs sont transférés vers le foie ou ils
servent de substrats a la néoglucogenese. Lescgitiooides augmentent la synthese de
certaines protéines spécifiques telles que la lgmutine qui inhibe la phospholipase A2. La
libération réduite de I'acide arachidonique rédisynthése des prostaglandines. Par contre
dans le foie, les glucocorticoides stimulent latlsgee des ARN et des protéines prouvant
gu’ils ont un effet catabolique au niveau périphée et anabolique au niveau hépatique. Il est
montré aussi que la dexaméthasone augmente laésgniiienzymes comme la tyrosine
amino-transférase dans le foie. Les glucocorticomssent en synergie avec le glucagon ou
'adrénaline et renforcent I'effet du glucagon &icatabolisme des acides aminés (Dupeiuy
al., 1993).

4-8 Effet sur la mobilisation des graisses de I'énergie
L’excés des glucocorticoides stimule le catabatisges lipides dans le tissu adipeux

entrainant une augmentation de la concentratisnmatique des acides gras libres ce qui
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augmente leur disponibilité pour des besoins éenigiges. Le cortisol semble aussi augmenter
I'oxydation des acides gras dans les cellules. Beanisme par lequel le cortisol mobilise les
graisses n'est pas encore élucidé. Toutefois landition de I'entrée du glucose dans les
adipocytes a un role et le cortisol favoriseraffet de la lipase hormono-sensible a I'effet de
'ACTH et a 'hormone de croissance (GH) dans léipacytes.

L’ a-glycérophosphate qui provient de la glycolyse gbne a I'accumulation et au maintien
des triglycérides dans les adipocytes et dansdedame pénurie en lipides, les acides gras
sont libérés. La mobilisation accrue des acides,gessociée a l'augmentation de leur
oxydation dans les cellules est I'un des facteursgntribuent en cas de jeline ou en situation
de déficience énergétique a faire dévier le méisipal cellulaire vers l'utilisation des acides
gras aux dépens de la dégradation du glucose paguipe de I'énergie. Cependant ce
processus de mobilisation est lent et nécessitdauits heures par rapport a I'effet similaire
induit par une diminution de la décharge d’insulimais il constitue un important facteur de
conservation des réserves de glucose et de glyeodans l'organisme (Dupouy,1993 ;
Guyton et Hall,2003). L'obésité resulte d'une expan de la masse adipeuse par
I'hypertrophie des adipocytes existants suite eclianulation de lipides, et la différenciation
de préadipocytes (adipose stroma cells ou ASCilgroeytes, conduisant a 'augmentation de
l'indice de masse corporelle ou BMI (body mass x)d€ette différenciation est modulée par
l'activité de la 1B-HSD-I qui régule les niveaux de cortisol (Tomlinset Stewart, 2001), et
'obésité se développe lorsque cette enzyme eskgrimeée, induisant une hyperproduction
chronique de cortisol qui n'est pas compensée gaahsformation de ce dernier par I$-11
HSD-Il en sa forme inactive, la cortisone. Chezrtegyeurs, la corticostérone est inactivée en

11-déhydrocorticostérone.

4-9 Effet sur I'eau et les électrolytes
Les glucocorticoides favorisent la rétention d'esawle sodium et la fuite de potassium. lls
augmentent aussi I'élimination urinaire du calciwn diminuent son absorption digestive
entrainant un déficit calcique qui se traduit pae vésorption de I'os et un ralentissement de sa

formation conduisant a une fragilisation de la teazsseuse (ostéoporose).

4-10 Effet sur la prise alimentaire
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Les glucocorticoides stimulent la prise alimentareinhibant la CRH alors qu’ils facilitent
laction du neuropeptideY (NPY) (Cresmt al,2004). A de faibles concentrations la
corticostérone (ou le cortisol chez 'lhomme) esalalique, stimule la prise alimentaire, le
développement d’'une graisse normale et le stockageprotéines dans le foie (Freednean
al., 1986).

Plusieurs études ont rapporté I'implication desdsties surrénaliens dans le développement du
syndrome métabolique pouvant entrainer une obdisitérale ou abdominale et développer le
diabete de type2 (Thomsoret al.2007), mais les concentrations circulantes des
glucocorticoides restent normales dans la plupestahs d’obésité. Ainsi chez 'homme, des
augmentations chroniques des niveaux de cortigd teasyndrome de Cushing conduisent a
une obésité viscérale (Orth,1995), alors qu'uneuctdn du cortisol dans la maladie
d’Addison entraine une baisse du poids corporelk@g 1996), mais en général I'obésité chez
’'homme n’entraine pas toujours des niveaux éleesortisol (Raslet al,2001). Néanmoins,

il a été rapporté que le mifepristone (RU486) gsti en antagoniste pharmacologique des
récepteurs aux glucocorticoides de type 2 (GR2 Ryi®verse I'obésité induite par un régime
riche en graisse (high fat induced obesity) (Oketdal,1992).

Chez les patients obéses, la sécrétion du coréisblaugmentée mais des concentrations
circulantes normales, voire diminuées sont retres\{Raslet al, 2001) ce qui pourrait étre lié

a un niveau de clairance accru. Cette augmentatema sécrétion serait due soit a une
stimulation chronique des facteurs centraux deladign (Bjorntorp et Rosmond, 2000), soit a
une diminution du rétrocontrble négatif des glucticoides (Jessopet al,2001).
L’augmentation de la clairance du cortisol est plbment consécutive a une augmentation
de I'activité m-réductase et a une diminution de I8-HSD dans le foie (Rasét al, 2002).
Cependant, la plupart des études cliniques réceattebuent la production excessive de
glucocorticoides (cortisol) dans I'obésité et ladripme métabolique, a une sur régulation de
'expression de la BHSD-I et préconisent comme approches thérapewdjdigilisation
d’inhibiteurs de la 13-HSD-I (Schnackenberg, 2008; Saiah, 2008; Hugtes.,2008).

Chez les rongeurs, le taux élevé de corticostéesh@ssociée a une obésité qui peut causer le
syndrome métaboliqgue (Masuzagi al,2001) et la surrénalectomie peut inverser cestain
phénotypes d’obésité liés a I'absence de leptina ehe surproduction de glucocorticoides
(Makimura et al,2000) Chez la souris C57Bl/6J, le régime DIO n’entraings pune
augmentation de glucocorticoides, ce qui a laisg@érer que les glucocorticoides peuvent

inverser I'obésité méme si leur taux ne sont pages (Bai et Castonguay,2001; Suretit
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al.,1995). Cependant chez cette souris obése souségime riche en graisse, la
surrénalectomie diminue la corticostérone plasratief augmente I'expression de 'ARMe

la POMC dans I'hypophyse et I'hypothalamus, maisiveérse pas le phénotype car elle ne
réduit pas le poids corporel, I'adiposité ou lextde leptine (Makimurat al, 2003)

Chez le rat Zucker il a été montré que les anin@heses se différencient des animaux minces
par une hypercorticostéronémie et une plus grantiaté So-réductase de type 1 dans le foie,
mais par une activit¢ BIHSD-I et des taux d’ARNm plus faibles, alors quectivité
11BHSD-I n’est pas différente dans le muscle squelett le tissu adipeux sous-cutanée et
dans la graisse omentale. L’activitéBIHSD-II est par contre plus élevée dans le reinrees
obeses, permettant de conclure que l'inactivatieriadcorticostérone dans le foie par ta 5
réductase et dans le rein par Ig3-HSD-Il et sa réactivation dans le rein pafBRiSD-I,
augmente le taux de clairance métabolique des ghuttooides et diminue leur concentration
dans ces tissus, contrairement a I8-HBED-I qui augmente I'activation des récepteurs aux
glucocorticoides dans la graisse omentale et @ritdtobésité chez ces rats. (Livingstosie
al.,2000). D’autre part, il a été montré que I'enzyadocétoréeductaselB7 (AKR1B7) exercait
un effet inhibiteur sur 'adipogénésevitro sur les cellules ASC et la lignée 3T3-L1liatvivo

sur des souris C57BL/6J obeses suite a un régi@g Diardet al.,2007)

4-11 Effet sur I'axe reproducteur male
Le systeme reproducteur est directement inhibdgsatcomposants de I'axe HHS. Cet effet est
mis en évidence chez 'lhomme, le mouton, le cleasjige Rhésus (Tilbroa#t al.,2000). Les
glucocorticoides exercent un effet inhibiteur sas Ineurones a GnRH, sur les cellules
gonadotropes hypohysaires et sur les gonades dentres tissus cibles produisant des
stéroides sexuels résistants a I'effet de ces hwmem@rsigos et Chrousos, 2002). Au cours de
stress inflammatoires, les cytokines supprimefnation reproductrice en activant la
sécrétion de la CRH et des peptides dérivées deOM®, ainsi que par I'élévation des
glucocorticoides qui inhibent la stéroidogénéséctdaire (Tsigos et Chrousos,2002). Le
cortisol n’affecte pas la reponse de LH au GnRHzdbéélier (Fuquay et Moberg,1983) mais
en présence d‘oestradiol il diminue la fréquence pidses de LH et diminue I'expression du
gene codant pour le récepteur de GnRH (Tilbreblkal.2000). Chez le rat, la corticostérone
diminue les taux sériques de LH mais pas ceux dea#&s que les taux d’ARNm codant pour
les sous unités Lfet FSH ne sont pas affectés et TARNm du GnRH est sigaifvement
réduit (Gore et al.,2006).
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5-Régulation de la fonction surrénalienne par I'axe fipothalamus-hypophyse-surrénale

5-1 Organisation fonctionnelle (figures 8)
Les circuits du cerveau qui initient et maintiennknréponse au stress sont localisés dans
I'hypothalamus et dans le cortex cérébral et iniues neurones parvocellulaires du noyau
paraventriculaire (NPV) de I'hypothalamus qui sésmé la corticotropin releasing hormone
(CRH), I'Arginine vasopressine (AVP) et I'ocytocinde méme que le systeme du locus
ceruleus (LC)-norépinéphrine (NE) ou systeme syhigaé central (Tsigos et Chrousos,
1994). L'axe hypothalamus-hypophyse-surrénale, aeesystéme sympathigue médullo-
surrénalien efférent, représentent les effecteimbidues, a travers lesquels le cerveau
influence tous les organes apres une expositiogsacdnditions stressantes. En réponse a un
stress le cerveau active aussi les voies vagalésesfes et parasympathiques (Habtbal,
2001). Il existe des interactions mutuelles entgréhdes aires qui sont les stations de stress
centrales, le systéme mésocortical-mésolimbique igtluence, affecte et anticipe le
phénoméne, I'amygdale et I'hippocampe qui contridlémitiation, la programmation et la fin
de l'action du stress, et le noyau arqué qui ingetvdans l'installation de la sensation de
douleur (Gray, 1989). La CRH est une neurohormomendammifére de 41 acides aminés
isolée par Vale (Valet al,1981), et connue comme étant le régulateur plogigue majeur
de la sécrétion hypophysaire d’ACTH. De plus, edtmule des réponses endocrines,
autonomes et comportementales complémentairesdiésgess (Vale et al., 1981; Turnbull et
Rivier, 1997). L’AVP est un facteur qui agit de dacsynergique avec la CRH pour induire la
sécrétion d’ACTH; cependant 'AVP a une activitécrédagogue faible par elle-méme
(Lambertset al,,1984).

5-2 - Cascade hypothalamo-hypophysaire (fige1 9)
L’hypophyse qui est reliée a I'hypothalamus patide pituitaire et par un réseau de vaisseaux
sanguins porte hypophysaire, est composée de 2 bsgomiquement distincts, I'hypophyse
antérieure ou l'adéno-hypophyse qui répond aux wétions provenant des hormones
hypothalamiques, et I'hnypophyse postérieure ou avbypophyse. Chez certaines especes
telles que le rat, une partie intermédiaire intéeaentre I'adéno-hypophyse et la post-
hypophyse appelée lobe intermédiaire est anatommgne confondue avec le lobe antérieur
chez 'homme. En absence de stress, 'ACTH et I'Asfnt sécrétées dans le systeme porte

hypophysaire avec un rythme circadien et de facdsagile, avec une fréquence de 2 a 3

17



Partiel- Rappébnction surrénalienne

épisodes secréetoires par heure (Engtaal,1989). Sous des conditions stressantes I'amplitud
des pulses de CRH et d’AVP augmente tot le maéisyltant en des sécrétions épisodiques
d’ACTH et de cortisol dans la circulation générsdeis forme de pulses toutes les 30 a 100mn
et avec un rythme circadien atteignant son maxireatre 6 et 8h du matin et un minimum au
milieu de la nuit (Chrouscat al.,, 1998).

Les conditions stressantes peuvent étre engendpgEgs des traumatismes d’ordre
psychologique, émotionnel, pharmacologique, chioalg ou des conditions socio-

economiques difficiles.

5-3 L’ACTH et son récepteur
L’hormone corticotrope ou ACTH (Adrenocorticotrophihormone) est une hormone
polypeptidique sécrétée principalement par lesilsdlbasophiles de 'hypophyse antérieure et
qui stimule la production des corticostéroideslpaglande surrénale. Elle est le produit de la
maturation d’'une pro hormone, précurseurs des geptmélanocortinergiques, la POMC .
L’ACTH est constituée de 39 acides aminés donR4depremiers sont stables, les autres variant
selon les especes.

5-3-1 Le récepteur a 'ACTH (ACTH-R ou MQ-R) (figure 10)
Le récepteur humain a I'ACTH été cloné en 1992 aeecécepteur humain a I’hormone
mélanotropei-MSH, MC1-R (Mountjoyet al,1992). Il fait partie de la famille des récepteur
couplés aux protéines G a 7 domaines transmembean@®@PCR) (Conet al,1993) et de la
famille des récepteurs aux mélanocortines. Ce téaepst le plus court des récepteurs connus
des mélanocortines, avec des régions N et C telesiti@s courtes ainsi qu’une boucle
extracellulaire réduite. Il comprend 297 acidesrasiet son poids moléculaire déterminé par
des expériences de pontage est de l'ordre 33kDexidtence de 2 sites de glycosylation
potentiels a I'extrémité N terminale augmente soidp moléculaire a 43 kDa (Penheatal,
1989).

5-3-2 Caractérisation génomique du MC2-R
Le récepteur humain a 'ACTH a été localisé sucheomosome 18 dans la région 18p11.2
(Gantzet al, 1993). Le promoteur du géne de 891 paires desba®té cloné et il a été montré

gu'il possede plusieurs sites de liaison de fasteertranscription (Navillet al,1997) tels que
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SF1 (Steroidogenic Factor-1) et AP1 (Activating tBimo-1). L'expression du MC2-R et sa
signalisation dépendent de 3 sites de liaison & 8&dr assurer la régulation par la voie AMPc
(Naville et al., 1999, Marchal et al.,1999). Deuteside liaison TRE (tetradecanoylphorbol-13-
acetate responsive element ou TPA-RE) qui lientcdenplexe AP-1 stimulent la voie
PKC/C&™ (Naville et al, 2001). Un autre site de liaison pour AP-1 Iezakn amont des deux
premiers interagit avec SF-1 et semble étre implidans la voie AMPc (Sarkat al, 2000).
L’extrémité 5’ non traduite montre que le géne asistitué de 2 exons séparés par un intron
de 18kb (Navilleet al1997). Le site majeur d’initiation de la transtiop est localisé dans le
premier exon non codant de 49pb, alors que I'exato@ pour la séquence de I'ACTH.
(Naville et al,1994). A l'extrémité 3’ non traduite du MC2-R ham cing signaux de
polyadénylation ont été décrits (Penhetal,1997). Le gene codant le récepteur de 'ACTH
murin comporte 3 ou 4 exons avec seul un site dgagénylation a I'extrémité 3’; I'exon 4

contient la totalité de la partie codante (Shimezal,1997).

5-3-3 Expression tissulaire du MC2-R
5-3-3-1 Dans les glandes surrénales

Une expression importante des ARNm codant MC2-Réadémontrée dans les cellules du
cortex surrénalien humain révélée par des étudadddation in situ, essentiellement dans les
zones fasciculée et glomérulée.La zone réticuléetranoins de marquage des ARNm alors
que dans la médullo-surrénale des cellules épaxszsune coloration positive pour le MC2-R
est observée mais leur fonction est inconnue (Mounét al.1992). Dans les cellules
fasciculées ovines et bovines, un transcrit majieuB,6 kb et trois transcrits minoritaires de
1,3, 1,8 et 4,2 kb ont été mis en évidence (Perdtoalt,1994; Picard-Hageat al,1997). Ce
site majeur d'initiation de la transcription justifla présence de plusieurs transcrits
consécutivement a la pluri-adénylation dans lao®@ non traduite (Penhoat al,1997). Le
récepteur MC2-R humain couplé au marqueur EGFP(HRAEGFP) et transfecté de facon
stable dans les cellules murines du mélanome Mares les cellules HEK293 montre qu’il est
bien adressé a la membrane cellulaire dans lasde®IM3 mais pas dans les cellules HEK293

ou il reste dans un compartiment intracellulairadiedet al,2005).
5-3-3-2 Dans les autres tissus

L’ARNmM du MC2-R a été aussi détecté dans la peauname (Slominskiet al,1996). Le

MC2-R a aussi été trouvé dans les adipocytes m(Bioston,1999), et dans les cellules de
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Leydig feetales de testicules de souris (Johnstal,2007). Chez les rongeurs le MC2-R des
adipocytes serait responsable d’une lipolyse iedpér un stress et médiée par une décharge
d’ACTH par I'hypophyse (Boston,1999), cependanttahmécanisme est improbable chez
’'homme chez lequel le MC2-R est indétectable dassadipocytes (Chhajlani,1996). Chez le
poulet, les récepteurs MC2-R sont exprimés aussi bians la rate que dans la surrénale
(Takeuchiet al,1998), ce qui indique des fonctions additionrselie ce récepteur chez les
oiseaux comparées aux mammiferes. Dans les cebuleénaliennes tumorales Y1, MC2-R est
répertorié parmi les 1386 transcrits actives pa¥ stimulation a I'ACTH (Schimmeet al,
2007). Des mutations dans la région codante diptéee MC2-R ont été observées (Huebner
et al,1999). Certaines de ces mutations conférent olestibns du MC2-R associées a des
deficiences familiales en glucorticoides (FGD) (Nawet al,1998; Methereléet al,2005).

5-3-4 Mécanisme d’action de 'ACTH (figurella et b)
Des expériences de stimulation a 'ACTH des cellgerrénaliennes ovines ont montré une
augmentation de lI'expression des ARNm du réceptedtACTH (Penhoatet al,1989;
Lebrethonet al., 1994) et un prolongement de la demi-vie des ARR@nfoatt al.,1996).
Une augmentation du nombre des sites de liaisoaussti observée aussi bien avec I'ACTH
gu'avec des activateurs de la voie AMPc, tels geedibutyryl-AMPc et la forskoline
(Mountjoyet al,1994).
Plusieurs études ont montré qu’apres la liaisoRAIETH au récepteur MC2-R (Mountjogt
al., 1992; Bégeot et Saez, 2000), la concentratibadallulaire d’AMPc est augmentée, et la
protéine kinase A (PKA) est activée (Seelig et &%873;Cooke,1999). A de faibles
concentrations d’ACTH, la production des stéroidebeu sans détecter de trace d’AMPc
(Gallo-Payetet al,1996), alors que le Caseul peut stimuler la production des stéroides
(Capponiet al, 1984). Le flux de C4 vers le compartiment intracellulaire a été proposé
comme deuxiéme second messager de l'action de IHACYanagibashi,1979) ou comme
troisitme messager (en plus de 'AMPc et dd éracellulaire) (Schiebingeet al1995).
L'importance du CH est différente entre la zone fasciculée et la zpomérulée (Gallo-Payet
et Payet,2003) car il a été montré qu'en absenceCaé extracellulaire la production
d’aldostérone dans la zone glomérulée est abolimen& 'ACTH est liee a son récepteur
(Gallo-Payeet al,1996) .

5-3-5 Effet de 'ACTH sur la stéroidogérse
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Plusieurs étudeis vivo etin vitro ont montré que 'ACTH joue un réle clé dans le mian et

la régulation de la stéroidogénese surrénalienne

5-3-5-1 Effet aigu.
Le principal effet aigu de 'ACTH est d’augmenter imobilisation du cholestérol et son
transport au niveau du cytochrome P450scc localisés la membrane interne de la
mitochondrie pour catalyser la transformation daolestérol en prégnénolone (Mc Namara et
Jeffcoate,1990).

5-3-5-2 Effet chronique
La sécrétion de cortisol et de corticostérone paohe fasciculée est strictement contrblée par
'ACTH, alors que la sécrétion d’aldostérone parziane glomérulée est soumise a une
régulation plurifactorielle par 'ACTH, I'angioteire |l et plusieurs neuropeptides (Ehrhart-
Bornstein, 1998)
L’ACTH agit non seulement sur la stimulation immegei de la transcription et de la décharge
des stéroides, mais intervient a long terme damggthentation du nombre de récepteurs a
'ACTH ((Penhoatet al, 1989), de la quantité de sous-unité G stimwaeat(Gs) (Bégeott al,
1991), la régulation de la biosynthese d’enzymésoglogénes telles que P450scc, 18-11
hydroxylase et la[@HSD (CYP11B1 ou la J3tHSD) (Clarket al,2001, Navilleet al,1991)
et le transport des électrons entre l'adrénoxind’agirénoxine réductase (Hanukoght
al.,1990). Dans les cellules tumorales surrénalienffesI’ACTH régule la transcription du
géene de StAR (Lehourt al,2003), active la JNK in vivo et vitro, induit Xpression de
MAPK phosphatase-1 (MKP-1) alors qu’elle inhibectigité ERK (enzyme recombinant
kinase) (Watanabet al,1997). ERK subit une phosphorylation sous formative et active
MEK1/2 (recombinant mitogen activated kinase kin&e(Robinson et Cobb,1997;Volmat et
Pouysségur,2001). MEK 1/2 régulent a leur tour tecessus de prolifération et/ou de
différenciation par la phosphorylation des factedestranscription tels que CREB ou EIk et
induisent I'expression du gene (Murpétyal, 2002).
Winnay et Hammer, (2006) observent aussi une didivade ERK et de SF1 aprés une
stimulation & 'ACTH. Tres récemment, il a été ndpeé 1386 transcrits dans la lignée de
cellules tumorale surrénalienne Y1 en réponse @TH, en utilisant des puces ADN, dont
56% interviennent via la voie AMPc, ceux impliquians les voies PKC et Calépendante

contribuant faiblement, et 38% ne sont pas impboiens ces voies de signalisation
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(Schimmeret al, 2007). Trés recemment, il a été démontré quETH perfusée a 40ng/jour
pendant 7 jours a des rats Wistar augmente sigtiifament I'expression d’ARNm de la
CYP11B1(1B-hydroxylase) dans la surrénale mais elle diminedecde la CYP11B2
(aldostérone synthase). Par contre la dexaméthasbmimistrée a raison de 10ug/jour pendant
7 jours réduit I'expression d’ARNm de la CYP11Bhdda surrénale. (Yet al.,2008).

D’autre part, des travaux récents montrent quecédkiles de la lignée tumorale ATC7-L
produisent la corticostérone dans les conditiossllea et sous stimulation par ’ACTH, et les
facteurs de transcription tels DAX-1 et SF-1 quprident et activent respectivement la
stéroidogénese surrénalienne sont régulés par I'ACHHe-ci diminue I'expression de DAX-

1 et active SF-1 ; ainsi le rapport SF-1/DAX-1 d@ns I'un des moyens permettant de réguler

finement la réponse a 'ACTH au niveau de la zaseitulée (Ragazzat al, 2006).

5-3-6 Effet chronique sur la glande surréale.

Il a été rapporté que 'ACTH peut induire une augtagon de la prolifération de la glande
surrénale dans des conditions de stress (Lotfiratefin, 1998). L’hyperplasie surrénalienne
peut étre observée aprés une exposition prolond@CadH comme dans le cas de patients
souffrant du syndrome de Cushing (Ima&kial, 2004). Il est également possible que cette
hyperplasie soit liee aux effets mitogenes de kersamélanocortines telles queMSH
(Bicknell et al, 2001). Une augmentation de lactivitt de ERK ebkervée aprés une
stimulation chronique a 'ACTH allant de 24 h aditjs. Par contre, Zwermarh al, (2005)
notent qu'une stimulation chronique a I’ACThH, durant 3 semaines inhibe de facon dose-
dépendante la prolifération de cellules surrénaksntumorales murines Y6 n’exprimant pas
MC2-R et donc résistantes a I'ACTH, sans affect@nificativement les niveaux de

corticostérone ou d’ACTH endogéne, ni le poidsslgsénales.

5-4- Role des glucocorticoides sur la stédoigénése
5-4-1 Le rétro contrdle négatif (figure 1p
Dans la circulation sanguine, la majorité du cott@u de la corticostérone est liee a CBG, et
lorsque le niveau circulant de la forme libre megte, les glucorticoides exercent une
rétroaction négative sur le systeme hypothalam@hygo-surrénalien a 3 niveaux
anatomiques afin de moduler la sécrétion du CRéedtACTH; I'hippocampe et I'amygdale,
I'hypothalamus et I'hypophyse antérieure. Cetteoaattion est facilitée par la présence des

récepteurs MR et GR au niveau de ces centres fleetribiteur sur la réponse sécrétoire de
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'ACTH agit pour limiter la durée de I'expositioned tissus aux glucocorticoides afin de
minimiser notamment leur effet anti-inflammatoiRar ailleurs, le cerveau est I'un des tissus
extra-surrénaliens qui produisent les corticostiE®imais avec une capacité plus réduite
comparée aux surrénales a cause d’'une faible exxpnedes génes impliqgués (Gomez-Sanchez
et al.,1997; MacKenzie et al.2000). Cependant, la proximité des récepteurs aux
glucocorticoides (GR et MR) implique une régulatimaracrine/autocrine. D’autre part, une
étude trés récente montre que I'ACTH perfusée @#dur pendant 7 jours a des rats Wistar
augmente I'expression CYP11 B1 fthydroxylase) dans I'hypothalamus et le cortex logaie

et celle de la CYP11B2 (aldostérone synthase) ttariss les régions du SNC, excepté dans le
cortex. Par contre, la perfusion de 10ug/jour deadethasone pendant 7 jours n’a aucun effet
sur I'expression du géne CYP11 B1 dans le SNCe@elest augmentée dans I'hypothalamus
et 'hippocampe des animaux surrénalectomisés girsicelle de la CYP11B2 dans le cervelet

des animaux non opérés (¥eal.,2008).

5-4-2 Contrble paracrine et autocrine
Les cellules corticosurrénaliennes possedentétmpteurs aux glucocorticoides (Loaseal.,
1980). Une reégulation autocrine ou paracrine a é@montrée sur des cellules
coricosurrénaliennes bovines adultes et fcetalesépanse a stimulation aigué a I'ACTH
(Darbeida et Durand,1987; 1988).
Un pré-traitement de ces cellules par les glucamides augmente la production d’AMPc et
de cortisol par une double action d’une part, egnantant la transcription du gene codant la
récepteur a I'ACTH sans modifier la stabilité desnscrits (Picard-Hageat al, 1997), et
d’autre part en augmentant le nombre de réceptedCTH sans affecter ni I'affinité de
liaison, ni I'activité des protéines Gs et Gi (Deida et Durand,1990). Il a aussi été montré que
les glucocorticoides augmentent la production égménolone en stimulant I'activité P450scc
dans les mitochondries de cellules corticosurrénaks ovines et cela sans altérer les quantités
d’adrénoxine, d’adrénoxine réductase ou de cytonkr®450scc (Picard-Hageh al, 1995).
Récemment, il a été démontré que les récepteunsdmaux nucléaires LXR et LXR § (liver
X a etp) inhibent I'expression de plusieurs enzymes sti@ggénes dans la glande surrénale, et
le traitement a I'agoniste de LXR augmente I'expi@s de I’ARNm de 'ACTH. La réduction
de I'activité de la 18-HSDI dans des cellules hypophysaires entrainamdiminution du taux
de glucocorticoides actifs, cela suggére que leR UMoquent le feedback négatif des

glucocorticoides (Nilssoet al., 2007)
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6- Régulation par d’autres facteurs physiologigas
6-1 Les cytokines et I'angiotensine (All)

Le systeme immunitaire stimule la sécrétion de GRId’ACTH et affecte le fonctionnement
de I'axe hypothalamus-hypophyse-surrénale. Lesanixglasmatiques des cytokines sont trop
faibles pour avoir un impact sur la fonction sual@nne et les molécules du systeme
immunitaires sont produites dans la surrénale par gdources: les macrophages bien dispersés
dans la zone réticulée qui ont une activité phatgiiey mais sécretent aussi différentes
cytokines (IL-1, IL-6 et TNE), ainsi que des peptides tels que VIP, et les hooptes qui
sont capables de sécréter des molécules ACTH-lite faibles concentrations et n'exercent

aucune stimulation significative sur la stéroidaggn(Ehrhart-Bornstegt al,,1998).

6-1-1 Expression des cytokines dans la gtke surrénale
Les cellules surrénaliennes produisent une vadétéytokines a travers I'expression des
ARNmM de TNF, IL-1 et IL-6 avec une prédominance de IL-1 et6lidans la zone réticulée.
Chez I'homme, le site majeur de production des ligts est la zone réticulée (Gonzalez-
Hernandezt al,1996). Une autre cytokine IL-18, est produitesadsins les zones réticulée et
fasciculée au cours d’'un stress aigu et bien qusdimble étre plus présente dans la rate et le

duodénum pour immuniser leurs cellules (Centl,2000).

6-1-1-1 Les interleukines (IL-1, IL-2 €lL-6)
Les 2 sous unités ILelet B stimulent la sécrétion des glucocorticoides etbieht I'effet de
'angiotensine sur la stéroidogénése mais leursptéars de type | et Il ne sont pas retrouves
dans les glandes surrénales normales, alors dypdd a été détecté dans le cas de néoplasie
surrénalienne (Willenbergt al.,1998).
Chez 'homme, IL-6 et son récepteur ont leur imnréagctivité détectée dans les surrénales
normales, dans les adénomes surrénaliens et digisda tumorale NCI-H295 (Willenberg
al.,2002) mais aucune action significative de IL-6a rété observée sur les cellules
adénomateuses vitro. IL-6 stimule la sécrétion du cortisol et de I'ABT mais une
exposition longue diminue les concentrations pldgmuas de 'ACTH et maintient le taux de
cortisol élevé; chez le rat elle stimule la stéogiEhese et les niveaux d’ARNmM qui codent

pour IL-6 alors que IL-2 stimule la sécrétion desticostéroides surrénaliens.

6-1-1-2 Tumor necrosis factor (TNd)
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TNFa inhibe 'ACTH et la sécrétion d’aldostérone indufar I'angiotensine Il, de méme que
la production de cortisol basale et stimulée pa€ITH. De méme il inhibe I'expression basale
de IGF-1 induite par ’ACTH dans les cellules snakennes feetales humaines indiquant ainsi
son intervention dans la différenciation et la ssance de ces cellules. Il semble que la forme
3 des interleukines (IL-3) a une action via la vbpoxygénase, et IL-6 passe par la voie

cycloxygénase (Bornsteat al,2004).

6-1-2 Angiotensine Il (All)

L’angiotensine Il stimule une voie de signalisatPKC-dépendante et induit I'expression du
récepteur MC2-R (Lebrethon &it,1994, Mountjoy etl.,1994). Elle stimule aussi I'expression
des ARNm du MC2-R dans les cellules fasciculéesnesv(Penhoatt al,1994).

Lehoux et Lefebvre (2006) rapportent que All aetirKCe et qu’une infection avec un
adénovirus contenant une construction avec RKd@iminue lI'expression du gene codant
I'aldostérone synthase dans les cellules H295R.s0@s cellules, All stimule la sécrétion
d’aldostérone et de cortisol de maniere dose etpsamépendante en induisant une

augmentation de la phosphorylation de la protéinade D (Romeret al., 2006).

6-2 Régulation par les facteurs de croissamc
6-2-1 IGF-1

Les récepteurs a I'lGF1 ont été mis en évidence lssircellules surrénaliennes bovines
(Penhoatet al,1988), sur les cellules fcetales ovines (Naaetaal,1989) et dans le cortex
surrénalien de plusieurs espéces. Ce facteur aglaroissance surrénalienne et la fonction
stéroidogene avec un effet chronique et un effpt éreigeet al,1991). Un traitement de
cellules corticosurrénaliennes bovines a I'|GFIl raegte la réponse a 'ACTH et a I'All,
entraine une augmentation des récepteurs a casdhes (Penhoat al,1988),
augmente l'activité des enzymes3-BSD, P45Q@,;, P45@;; (Penhoatet al,1988) et
I'expression de la protéine Gs stimulatrice (Bégetoal,1989). IGF-I potentialise aussi les
effets de 'ACTH sur I'expression des récepteurBAZTH et sur la sécrétion de cortisol
(Penhoatet al,1989). Sur ces mémes cellules au cours d'unaukttian par 'ACTH, IGF-I
diminue de facon aigué la production de I'AMPc a&tsEcrétion de glucocorticoides (Fui
al.,1990). Récemment, il vient d’étre démontré qi@®H-1 stimule la croissance des surrénales

de foetus d’ovins sans affecter la stéroidogérieesset al,2007).
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6-2-2 TGFB
Les facteurs TGIB-sont des molécules impliquées dans plusieurs gsasecellulaires tels que
la prolifération, la différenciation et I'apoptoske TGF$1 a été mis en évidence dans les
cellules de la zone fasciculée avec une présenee fpible dans les cellules de la zone
glomérulée (Keramidast al, 1991). TGB1 inhibe la production de cortisol basale et stéeul
par 'ACTH dans les cellules surrénaliennes bovigtesvines (Feiget al,1991; Rainey edl.,
1988). TGPB1 diminue le nombre de récepteurs a 'ACTH et ieHibxpression de la P450c17
(Raineyet al, 1988), et de l'activité de Igp3HSD (Raineyet al,1991), ainsi que I'expression
des ARNm de StAR (Branet al,1998). Sur les cellules fasciculées humaines,plGHiminue
la production de S-DHEA sans modifier le cortischegmente I'expression des ARNm codant
la 3B-HSD et le nombre de récepteurs AT1 (Lebretbbal,1994). Dans la lignée tumorale de
surrénales humaines H295R, il diminue la productiafdostérone et de cortisol en inhibant
'expression de CYP11B1 et CYP11B2 (Liaketsal, 2003).

7- Les facteurs de I'environnement: photopériodet saison
Les conditions de I'environnement pendant I'hivtetle que la photopériode de jour court, la
diminution de la température, la réduction de lasconmation hydrique constituent un stress
qui activent 'axe HHS. Des rythmes ultradiens descentrations en glucocorticoides sont le
résultat de sécrétions épisodiques sous forme egpafin d’'empécher la sous régulation de
'axe HHS et de maintenir sa capacité de répons&rags. Ce rythme de sécrétion épisodique
ultradien ou circadien a été montré pour le cortdasmatique chez 'lhomme (Weitmaz
al.,1971), le cerf (Smith et Bubenick,1990) et lesgeurs (Keller-Wood et Dallman,1984).
Des variations saisonnieres de l'activité et desémsibilité de I'axe HHS ont été aussi
rapportées chez 'lhomme (Walker al,1997), les primates (Schirat al,1996), les rongeurs
désertiques (Amiraet al,1993; Amiratet al,1980) et le cerf (Bubenickt al,1989). Les
variations de la photopériode pendant les saisamsest régulée a travers la sécrétion de
mélatonine par la glande pinéale, contribue a déter le début et la fin de I'adaptation
spécifique a la saison afin de maintenir une ba&mergétique positive (Ingrashal,1999).
Récemment il a été mis en évidence des variatanmges et saisonnieres du cortisol chez des

garcons et des filles durant la phase de la puléchocket al, 2007)

II- Les mélanocortines autres que 'ACTH, et leursrécepteurs

1- La pro-opio mélanocortine (POMC)

26



Partiel- Rappébnction surrénalienne

Chez 'homme, le géne codant pour la POMC de 7,6dtbocalisé sur le chromosome 2p3, et
comprend 3 exons séparés par 2 introns. Il estiragppar les cellules corticotropes de
I'hypophyse antérieure et dans les cellules du iobErmédiaire. Il est aussi exprimé dans le
noyau arqué de I'hypothalamus, et dans d’autresigispeau, testicules, thyroide, placenta,
rein, foie (Smith et Fuder,1988). Dans les celldegicotropes, seuls le deuxieme (152pb) et
troisieme (833pb) exons sont traduits et codent payolypeptide de 267 acides aminés (pré-
POMC), qui aprés clivage du peptide signal synseéta POMC composée de 241 acides
aminés chez ’lhomme (Takahastial,1981) et de 209 acides aminés chez la sourise(létl
Herbert,1983) et le rat (Drouin et Goodman,1980g Ebntient 3 domaines majeurs:une partie
centrale qui conserve la séquence de 'AGI I'extrémité C-terminale comprenant ffa
lipotropine qui peut étre clivee et libérer aendorphine et I'extrémité N-terminale qui
correspond a la séquence deMSH (Castro et Morrison,1997).

Les peptides mélanocortinergiques sont dérivésadadlécule précurseur POMC qui a été
détectée dans I'hypothalamus, I'hnypophyse et awanivpériphérique tels que le systéme
immunitaire, la rate, les poumons, dans les méleset le tractus gastro-intestinal (Wikberg
et al, 2000).

Chez les rongeurs la POMC est principalement exgwirdans le lobe intermédiaire de
I’hypophyse, dans le noyau arqué (ARC) et dan®i@au du tractus solitaire (NTS). (Josegth
al., 1983). La POMC est aussi exprimée dans la glaadetnale, la peau, l'intestin, le
placenta, le pancréas, I'ovaire et le testicule ifsrat Funder,1988, Chen et al.,1986). Le
processus post-traductionnel conduit a synthétisféérentes mélanocortines tels quefla

lipotropine, lay-lipotropine et Ig3-endorphine(figure 13)

2- Synthese des mélanocortines ( figures 13)

Les difféerentes protéines dérivées de la POMC sgnthétisées suivant un processus de
clivage protéolytigue nécessitant [lintervention sdeenzymes proconvertases et des
carboxypeptidases. A I'heure actuelle il existe Bmbres de la famille des enzymes
proconvertase : PC1/3, PC2, furin/PACE, PACE 4, A&Z5/6 et PC7/SPC7/LPC/PC8. PC1/3
et PC2 sont les 2 enzymes les plus importantesldaymnthese des pro-hormones (Eggekraut-
Gottanka et Beck-Sickinger, 2004). La pro-POMC d&abord clivée par PC1 pour libérer la
pro-ACTH ou ACTH _ 3 et lap-lipotropine @-LPH). Le clivage a lieu entre 2 résidus d’acides
aminés basiques Lys-Lys, Lys-Arg, Arg-Arg et ArgsLgrace a des endopeptidases. La pro-
ACTH est a son tour clivée par PC1 pour donnersaaise a la prg-MSH et 'ACTH qui est
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ensuite clivée par PC2 anMSH ou ACTH_;7 et en corticotropin—like intermediate lobe
peptide (CLIP), alors que [&LPH génére lg-LPH et lap-endorphine . Ensuite, faLPH est
clivée par PC2 pour générerflaviSH.

L’ a-MSH mature est synthétisée a partir de 'AGhHpar une N-Acétyl transférase apres
laction de la carboxypeptidase (CPE) et I'amidifion par la peptidyle amidating
monooxygénase (PAM) qui génére la désacdgtyBH.. Les étapes finales de ces clivages
concernent les extrémités N et C terminales qut penmettre de produire respectivemest
MSH 1.0g ety-MSH 1.1, et les 2 formeg-endorphing,z et;.26.

Les mélanocortines ont toutes une séquence comarideacides aminés composéeHis-
Phe-Arg-Trp, Celle-ci étant la séquence nécessaire mais nifisague pour permettre une

liaison au récepteur, son activation et les effegiques afférentffigure 14).

2-1 0-MSH
L’a-MSH est formée des treize premiers acides amime$ACTH;.17. A I'extrémité N
terminale , la sérine est acétylée chez plusiespsces, et dans la partie C terminale, la valine
a son groupement carboxyl amidifié. Cette séquesteonservée chez des espéces comme le
rat, le mouton et la souris. Au niveau centrab-MSH est présente dans I'ARC de
I'hypothalamus, la région dorso-latérale et danBITS. Dans les tissus périphériques il a été
trouvé dans la zone médullaire de la glande sueélastomac, le rein, le placenta, les
ovaires, l'intestin, le testicule, le pancréasapeau ou il joue un role prépondérant dans la
pigmentation. La-MSH est le peptide qui active le plus le réceptd@1-R suivi de TACTH.
39, alors que les peptides issus du clivage tels qLi€Hy.1oet ACTH;.10 n'activent pas MC1-R
suggérant que les acides aminés C-terminaux ’d®8H sont importants pour engendrer
I'activité biologique totale (Gantet al,1993).p et y-MSH sont aussi de faibles activateurs
(Abdel-malek,2001)0-MSH est aussi le ligand préférentiel pour les pésgrs MC3-R et
MC4-R (Gantzt al,1993)

2-2 B-MSH
La B-MSH est synthétisée par clivage de3taPH chez 'homme, mais chez le rat et la souris
'absence de site de clivage ne permet pas de é&yseh cette hormone. Chez I’homme, une
homologie de séquence est trouvée avec cellesaeld3H et y-MSH (McLean et Lowry,
1981) et IgB-MSH peut étre efficace quand elle est adminighaevoie exogene comme dans

le modeéle gouty peritonitis (Gettireg al,1999).
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2-3 y.MSH
Dans le lobe antérieur de I'hnypophyse I'activité(B€1) est plus importante que celle de PC2
et résulte en la synthése de la pitSH ou N-POMG.74, 'ACTH et la B-LPH. Trois formes
dey-MSH sont ensuite généréas, v, etys-MSH et un peptide-like, Lygs.MSH chez le rat et
le fetus de moutoryg MSH est présente dans I'hypophyse de bovin. Cepé¢rutierz le rat et
la souris, le site de clivage Arg-Arg nécessaita aynthése de¢; MSH est muté en Pro-Arg,
ce qui suggere I'absence geMISH chez les rongeurs.
Dans la glande surrénale ou il est préseniSH est le seul parmi les peptides
mélanocortinergiques ayant le plus d’affinité pdar récepteur MC3-R et joue un rdle
activateur dans la stéroidogénese en potentialiaaéponse des surrénales a une stimulation
par 'ACTH. Cet effet passerait par I'activation de lipase hormonosensible (LHS) qui
augmente le pool de cholestérol libre. La formey 8SH qui intervient dans cette activation
n'est pas connue. Cependant chez 'homme, le rk Btouton, la prgs-MSH est la forme
prédominante dans la circulation mais, considéfaffet potentiel plus important de Lys-
MSH comparé a celui de psoMSH, la caractérisation du récepteur a travers dedes
peptidesy.MSH agissent sur la stéroidogénése surrénalienste @& élucider (Harmer et
Bicknell, 2005).

3- Les récepteurs aux mélanocortines

Les mélanocortines, B, v-MSH, I'ACTH;.39 ainsi que lgB-endorphine ef-lipotropine (-
LPH) sont issues du clivage du précurseur des geptnélanocortinergiques, la POMC. Les
mélanocortines exercent leurs effets biologiques les cellules cibles en se liant a des
récepteurs couplés aux 7 protéines transmembran@feCR) qui appartiennent & une méme
famille et sont caractérisées par une courte extitéNH2 terminale dans le domaine extra
cellulaire et une courte extrémité COOH terminad@gle domaine intracellulaire (Coeé
al.,1993, Cataniat al,2004). Cing récepteurs aux mélanocortines (MGRg)été clonés et
classés (MC1-R a MC5-R). Une grande homologie dpiesgce existe entre ces récepteurs
avec 38% d’identité entre MC2-R et MC4-R et 60%@&MC4-R et MC5-R. lls sont couplés
au systeme adénylate cyclase conduisant a 'acatimmilde '’AMPc dans le cytoplasme des
cellules cibles. D’autres voies de signalisationt @ aussi mises en évidence avec
laugmentation du Ca intracellulaire et I'activation de la voie IP3 @isitol triphosphate)
(Wikberget al, 2000). Les mélanocortines naturelles et syrghés se lient aux 5 récepteurs

avec des affinités différentes excepté pour MC24Rig 'ACTH de facon spécifique. Nous
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nous intéresserons dans cette partie a présestegdepteurs MC3-R et MC4-R étudiés dans
ce travail de these, ainsi que MC5-R qui est ausgiligué indirectement dans la

stéroidogénese surrénalienne.

3-1 Le récepteur MC3-R
3-1-1 Structure du MC3-R (figure 15)

Il existe une grande homologie de séquence entviCi8-R humain, et celui de souris et ou de
rat. Chez ces especes, MC3-R contient 3 sites depplorylation par la protéine kinase C
(PKC) situés dans la seconde boucle intracelluleiréextrémité C terminale. L'ancrage du
récepteur dans la membrane ferait intervenir désidus cystéine présents dans I'extrémité C
terminale. Dans I'extrémité N terminale, il exi8tsites potentiels de glycosylation. Chez le rat
I'étude par photomarquage du NDP-MSH suivie de $IA&E révéle un poids moléculaire
compris entre 53 et 56 kDa et 37 kDa respectiveragant et aprés déglycosylation par le
peptide N glycosidase F (Salenal,1994). Ce récepteur lie 'ACTHy, 'a, lap, et lay-MSH
avec une affinité de liaison équivalente. Les migstitronqués ACThH «tACTH1.10 sont
également efficacesuggérant ainsi que la région centrale est requise pactivation du
récepteur (Gantet al, 1993). Le clonage récent du MC3-R porcin (pMQ3akontre qu'il a
une grande homologie (plus de 80%) dans la séquemoeicléotides et en acide aminés avec
MC3R humain, de rat et de souris (Fral, 2008)

3-1-2 Expression au niveau central
L’expression de 'ARNmM du MC3-R a été démontréenaneau de I’hypothalamus de rat avec
deux tailles, 2 et 2,5kb (Rosalli-Rehfuetsal,1993). MC3-R est aussi exprimé dans le septum,
I'hippocampe, le thalamus, le cerveau médian es daisysteme lymbique (Rosalli-Rehfuets
al.,1993). Par autoradiographie, une expression éled&® MC3-R a été localisée dans
I'hypothalamus ventromédian (VMH) et le noyau aan puis dans l'aire préoptique et les
bulbes olfactifs. De plus, une large proportiomeerones a Agrp du noyau arqué contiennent
une immunoréactivité vis-a-vis de 'ARNm MC3-R (Baj et al,1999). Cependant, MC3-R
n'est pas exprimé dans le cerveau de poulet (T&keeic Takahashi,1999). Par ailleurs,
Mounien et al,(2005) montrent qu’'un double marquage des amaidt®RN de MC3-R et
MC4-R au & et a la digoxigénine révéle en hybridation situ que 38% des neurones
exprimant TARNm NPY expriment TARNm de MC3-R, eteulement 16% des cellules

exprimant MC3-R sont des neurones NPY ergiquess gjloe 9% des neurones produisant
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NPY expriment TARNm qui code pour MC4-R. Les projpans de neurones de NPY qui
expriment ’TARNmM du MC3-R et du MC4-R ne sont pam#icativement différentes dans la
partie antérieure et postérieure du noyau arquédte Gd#ude montre ainsi qu’'une large
proportion de neurones de NPY dans I'hypothalameigad exprime MC3-R alors qu’'une
guantité beaucoup plus faible exprime MC4-R, sugiggallors que les mélanocortines peuvent
moduler directement I'activité du systeme NPY hyadamique, essentiellement a travers
I'activation de MC3-R. La large distribution de M&3dans le systéme nerveux central fait
penser que sa localisation est présynaptique. ansyau arque, TARNm du MC3-R est
exprimé dans les neurones a POMC (Jegaal, 2000) suggérant un mécanisme régulateur de

rétrocontrdle ou le MC3-R agit comme un autoréaapitghibiteur (Markset al.,2005) .

3-1-3 Expression périphérique
MC3-R est détecté dans la surrénale de rat (Deillal, 2003) et de poulet (Takeuchi et
Takahashi, 1999) et dans la lignée cellulaire ham&295R (Chagt al, 2007), mais pas dans
la glande surrénale de souris (Norngtnal,2003). Il est aussi exprimé dans certains tissus
périphériques tels que le tissu adipeux, le casumuliscle squelettique, le rein (Chhajlani,
1996), dans I'estomac, le duodénum, le placenta pancréas (Gantt al,1993). LARNmM
de MC3-R est aussi localisé dans les macrophagésmaux de souris (Gettirgf al,1999)
et dans le thymus (van der Kraahal,1998), mais il n'est pas présent dans les méildasc
(Gettinget al,1993).

3-1-4 Réle physiologique du MC3-R
Malgré le role attribué au MC3-R dans la littératutans le maintien de I'homéostasie
énergétique (Butlest al, 2000), ce récepteur reste énigmatique.
MC3-R semble agir comme un autorécepteur inhibitawrniveau des neurones du noyau
arqué, qui entraine le syndrome d’obésité cheadesis dont le gene MC3-R a été invalidé
(Morgan et Cone, 2006). Cette action est justifiée quatre faits, la co-expression au niveau
du noyau arqué de 'ARNmM MC3-R avec celui de la RO&t de NPY, l'inhibition spontanée
des neurones a POMC avec un agoniste spécifiguslC@R, la stimulation de la prise
alimentaire par une administration périphériquendagoniste de MC3-R, et la forte inhibition
de la prise alimentaire avec une perte de poidesaf@dministration d’IL-B a des souris
MC3-R KO (Cone,2006). D’autre part, la souris potrtane délétion spécifique du MC3-R
montre un phénotype d’'obésité complexe (Butkeall,2000; Cheret al,2000) impliquant
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MC3-R dans la régulation de I'hnoméostasie de I'gigerLa souris KO MC3-R montre une
augmentation de la masse du tissu adipeux et unimwtion de la masse maigre en absence
d’'une quelconque augmentation du poids corporedeua prise alimentaire ainsi qu’une
augmentation de I'hypertension, suite a une sdii8ilaiu sel (Niet al,2003). De plus, il est
démontré qu’un agoniste spécifique, le D*FypgMSH inhibe le taux de décharge des neurones
a POMC (Cowleyet al,2001), et 'administration de composés antagesistimule la prise
alimentaire (Markset al,2005). De méme, MC3-R est impliqué dans le coetds I'axe
gonadique puisque l'agonist2-MSH stimule in vitro I'accumulation de I'AMPc et la
sécrétion du GnRH par la lignée hypothalamique -GEt par des explants hypothalamiques,
alors que s'’il est administié@ vivo dans l'aire préoptique médiane, il augmente leaivde

LH plasmatique. Sur la lignée cellulaire H295R hiumaaqui exprime MC3-R de fagon stable,
la prolifération cellulaire est stimulée par I'aggte, Nle4,D-Phe7-alpha-MSH (NDIPMSH)

de facon dose-dépendante par l'activation de MARde via le systéme IP3 kinase (Cétai
al., 2007). Cependant MC3-R intervient dans des regmimflammatoires par sa présence dans
les macrophages du péritoine et du genou, ainsidgus la protection cardiovasculaire des
blessures ischémiques (Guagtial, 2002).

3-2 Le récepteur MC4-R
3-2-1 Organisation génomique du MC4-R (figuré.6)

Le gene du MC4-R a été cloné chez 'homme (Gahtl,1993) et il est codé par un seul
exon. La protéine est composée de 332 acides asniiéaontre une homologie structurale de
93% entre les récepteurs du rat et ceux de I'horfhvaro et al,1996) et entre la famille des
récepteurs aux mélanocortines au sein de la mépeee$65% avec MC5-R, 55% avec MC3-
R, 46% avec MC2-R et 47% avec MC1-R) (Cone, 20@®. géne a été localisé sur le
chromosome 18 dans la région 18g22 (Magehial, 1994; Sundaramurthgt al,1998), ou
région 18921-3 (Gantet al,1993). Le géne du MC4-R a été cloné chez le petige situe sur
le chromosome 2 (2912) (Takeuchi et Takahashi,199@)s également chez le Fugu et le
zebrafish (Logaret al,2003). L'interaction entre NDBEMSH et la conformation active du
récepteur hMC4-R a été modélisée par ordinateud@eadit de Poghoseva). Le peptide®His
D-Phé-Arg®-Trp’ de la molécule de NDR-MSH réagit avec les résidus trans- membranaires
TM6 (Phé®) et TM7(Phé®). Cette interaction est basée sur le comporterantagoniste
entre NDRa-MSH et MC4-R pour empécher la rotation de TM6gae renforce I’hypothése

selon laquelle 'augmentation de la taille de D-Fheerfére directement avec la rotation de
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TM6, empéchant ainsi I'activation du récepteur. iCeaggére que le changement de
linteraction avec la position de Hidans la chaine réoriente le peptide a l'intériearlal
poche de liaison et empéche indirectement la mtate TM6. Ceci explique l'interaction avec
les mutations F263°V et F284">% qui agissent pour restaurer I'efficacité des pestidu Hié

et D-Phé ont été substitués (Fleek al,2007)(Figure 17)

3-2-2 Expression du MC4-R

3-2-2-1 Expression du MC4-R au cours du déloppement
Les récepteurs MC4-R centraux ont un développewfistihct et apparaissent dans le cerveau
foetal bien avant le récepteur MC3-R (Kistler-Hegral,1998). Durant le développement
foetal, MC4-R est hautement exprimé dans le systeameeux autonome (Mountjoy et Wild,
1998). Il est possible que ce récepteur intervietares le développement neuronal puisgue
MSH et NDPaeMSH stimulent des marqueurs de la croissance d@anedllules du striatum et
du mésencéphale obtenues a partir de foetus dé 18tgours de gestation, et qui semble étre le

moment précis ou MC3-R est absent.

3-2-2-2 Expression au niveau central.
MC4-R est exprimé principalement dans le sytéemgewer central, mais il est plus largement
distribué que MC3-R. Des études utilisant I'hybtida in situ (Mountjoyet al,1994; Kishiet
al., 2003) et des souris transgéniques exprimanpuotéine verte fluorescente (GFP ou green
fluorescent protein) de contréle du promoteur doegée MC4-R (Liuet al,2003) ont permis
de localiser MC4-R au niveau d’un certain nombresities incluant le cortex, le cérebellum, le
striatum, I'hippocampe, I'hypothalamus, le cervaaédian, I'amygdale, le thalamus et le
cortex cérébral. MC4-R a été localisé dans towgesalres connues pour lietMSH (Tatro,
1990). Cependant Bagnet al,(1999) chez le rat notent I'absence d’expresslkRNm
codant pour MC4-R dans les neurones NPY/Agrp prieloaént en raison de la souche de rat
étudiée (rat Wistar ou Sprague-Dawley). Chez larisodans le cerveau postérieur,
limmunoréactivité de GFP est retrouvée dans lelfules contenant la choline acétyl—
transférase, qui est un marqueur des neuronesapigignnaires autonomes (Lat al,2003)
et au niveau du noyau para-ventriculaire, danséesones a TRH et a ocytocine, impliquant

ainsi MC4-R dans un processus de modulation nedomeime (Mountjoy,1994).

3-2-2-3 Expression au niveau périphérique
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MC4-R est détecté dans les cellules corticosun@mads humaines et bovines (Doghnein
al., 2004), de rat (Dhilleet al,2003), dans la lignée cellulaire H295-R (Doghretial, 2004)

et dans la surrénale de poulet (Takeuchi et Takai&88). De plus, MC4-R est exprimé dans
le cceur, le poumon, le rein, et les adipocytes Moy et al,2003; Hoggarcet al,2004).
MC4-R pourrait étre également présent dans le @sbpeux humain (Chagnast al,1997).
Chez le poulet, MC4-R a été localisé au niveauppérique dans les ovaires, les testicules et
le tissu adipeux (Takeuchi et Takahashi,1998).

3-2-2-4 Réle physiologique du MC4-R
Plusieurs fonctions ont été attribuées au MC4-Ryroe le dysfonctionnement érectile (Martin
et Macintre, 2004) et la douleur (Starowicz et Rtpeka,2003), mais son role le plus
important réside dans le controle de la prise altaiee et la dépense énergétique et
I'apparition de I'obésité (Adan et al., 2003; Farak,1997; Huszaet al,1997) ainsi que sur la
régulation cardiovasculaire (et al,1996).
Les souris MC4-R-KO ou MC4-Rcomportent une délétion du géne aprés linsertiomed
cassette néomycine dans le géne MC4-R, qui remfda@gion codante entiere. Ces souris se
caractérisent par la présence d'un diabéte de tgpeElle sont hyperphagiques,
hyperinsulinémiques, hyperleptinémiques, et montee augmentation de la croissance avec
un phénotype obeéese, une masse maigre normalee etlténation dans la signalisation centrale
des mélanocortines. (Huszar al,1997). Les souris MC4-R-KO pésent plus que lagiso
contrdles avant I'hyperphagie, et méme si leur tnapire corporelle est normale, I'activité
locomotrice chez le méle est réduite durant la @hasscure (Ste Mariet al,2000) ; aussi,
'obésité observée est consécutive a I'hyperphagnsi qu’a la réduction de la dépense

énergétique.

3-3 Le récepteur MC5-R
C’est le dernier des récepteurs a avoir été clorgeatifié chez 'homme (Gantt al.1994) et
la souris (Labbet al,1994). Il est composé de 325 acides aminés. & q¢# son expression
dans la zone glomérulée de la surrénale bovinkdkiatal.,1998), le récepteur MC5-R a une
expression ubiquitaire et son ARNm a été détecté qdusieurs tissus de glandes exocrines
telles que les glandes sébacées et lacrymalea@res organes comme le foie, le poumon, le
thymus, le testicule, l'ovaire, les glandes mamesirla moelle osseuse, I'estomac et le

duodénum ainsi que les cellules du tissus adipanch{Cataniat al,2004). Son expression a
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été aussi localisée dans les lymphocytes B (Bu§gg) et les lymphocytes T (Taylor et
Namba,2001). MC5-R est aussi exprimé au niveau afueau, ainsi que dans le muscle

squelettique de souris mais pas dans celui d&\fikberget al,2000).

Il Les agonistes et antagonistes des récepteurs»amélanocortines

1- Les agonistes synthétiques (figure 18)

[Nle*, D-Phé]a-MSH est I'un des premiers analogues synthétiséstnaat une efficacité dans
des modeles inflammatoires (Sawyadr al,1980). D’autres molécules plus courtes ont éte
synthétisées, telles que le mélanotan Il (MTH) (de?c[Asp’,D-Ph€, Lys' a-MSH) (Al

Obeidi et al,1989) qui est un puissant agoniste de MC3-R e#MCdans le modele de
I'obésité murine (Faet al,1997), et qui montre aussi un puissant effetiafikmmatoire dans

le modele du syndrome de I'arthrite de Gouty cleszdngeurs (Gettingt al,2002).

2- Les antagonistes naturels

2-1 La protéine Agouti
Des peptides naturels et synthétiques ont et&eégilcomme des outils pharmacologiques pour
identifier le role physiopathologique des réceeMICRs dans différents tissus. Butiman et
al., (1992) découvrent que l‘expression ectopique dertztéine Agouti en raison d’'une
mutation dominante serait a la base d’'un modelsodeis a obésité monogénique connu sous
le nom de souris BAY (souris Agouti) caractérisée par la couleur jaungélage et par une
obésité morbide (Morgaet al.,1999). Le géne Agouti est normalement exprimésdas
follicules du cuir chevelu et contribue a une chexgejaune en antagonisant I'action de- I
MSH au niveau du récepteur MC1-R (Baedhal. 1999;Ollmanret al. 1998). La surexpression
de la protéine Agouti dans les cellules follicugiraboutit a la synthese d’'un pigment jaune
(phaeomélanine) et un blocage dans la productiopigilment noir (eumélanine) a travers un
antagonisme compétitif qui bloque la fixation deMSH sur le récepteur MC1-fFigures 19
et 20). Dans ce modele animal, I'expression ectopiqueadprbtéine Agouti dans certaines
régions du cerveau qui contrélent I’hnoméostasi@aids corporel, est responsable de I'obésité
et de I'hyperphagie (Lwet al,1994). Chez I'homme, I'homologue de la protéingoAti,
nommeée Agouti signaling protein (ASIP) est aussipuissant antagoniste des récepteurs
humains MC1-R, MC3-R et MC4-R et pourrait jouer wdble dans les transmissions
intercellulaires (Yangt al,1999). Une protéine hypothalamique ayant uneehiaoinologie de

séquence avec la protéine Agouti et appelée Agelatied transcript a été identifiée (Shutter
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et al,1997), puis connue par la suite sous le nom deutkgelated protein (Agrp) qui joue un
réle important dans le régulation de I'homéostadiergétique (Ellacott et Cone,2004;
MacNeil et al.,,2002)(figure 21)

2-2 L’Agrp
Toutes les données bibliographiques rapportentl'duggep est un antagoniste des récepteurs
MC3-R et MC4-R, en bloquant I'effet deadMSH et d’autres agonistes qui stimulent ces
récepteurs (Fongt al,1997). Cependant plusieurs études (Haskell-Luz\enMonck,2001;
Nijenhuis etal.,2001) indiquent que I'Agrp peut étre plus qu'un glienantagoniste et agit
comme un agoniste inverse vis-a-vis du MC4-R. livétét d’agoniste impliquerait les effets de
'Agrp liés a l'alimentation et a I’homéostasie égétique, de fagcon indépendante deMSH

ou d’autres ligands des récepteurs des mélanoesrtin

2-2-1 Structure du gene de I'Agrp et ex@ssion tissulaire ( figures 22a et b)
Le géne codant pour 'Agrp humaine est constitué4dexons et mesure 1,1 kb sur le
chromosome 16qg22. L’Agrp humaine comprend 132 acairinés et montre une homologie
avec les rongeurs qui comptent 131 acides aminigttéB et al,1997). La protéine Agrp
contient 9 résidus cystéine en des positions sgi#emettant d’établir des ponts disulfure qui
sont importants pour sa fonction.
Les profils d’expression de ’Agrp humaine et mermontrent une présence prédominante des
2 orthologues dans 'hypothalamus et les noyauxtBalamiques, et des transcrits plus courts
dénués d’exon 5’non codant au niveau de la sueerdlun niveau d’expression plus faible
dans le testicule, le poumon, le rein, la moellmiépe et dans les ganglions du tronc dorsal
(Beltramoet al.,2003). L’Agrp est détectée dans la glande sateavec une proportion de
16% comparée a celle exprimée dans I'hypothalarhugt(al,2000). L’'exon 5 non codant
montre une activité significative du promoteur dérid’'une lignée cellulaire ovarienne du
hamster chinois (Browet al,2001). Cela suggere que cet exon pourrait jonerdle dans
I'expression périphérique de I'Agrp, avec l'existende 2 promoteurs chacun responsable
d'une expression spécifique soit au niveau du @eryesoit au niveau périphérique (la
surrénale, le testicule et le poumon). L’Agrp asagdé identifiée chez le porc (Halversein
al., 2002), le mouton (Adaret al,2002), le poisson Fugu (Kloviret al,2004), le poisson
zébre (Songt al, 2003), la caille japonaise (Boswetlal,2002).
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2-2-2 Role de la structure de I'Agrp
La plupart des études qui ont ciblé la fonctionI'dgrp in vivo ont utilisé la fonction C-
terminale de I'Agrp qui mime l'effet de la protéirentiere. Les peptides synthétiques de
'extrémité N terminale hAgrp (agsy) et de la portion centrale hAgrp £aa) sont dénués
d’'une action antagoniste vis-a-vis de-MSH (Quillan et al,1998) ) alors gqu’une variante
synthétique contenant les 46 résidus C terminaigrig(aarz.13) a une action aussi forte
(Haskell-Luevano et Monck,2001). De plus, le peptitAgrp (ag-13) est capable de se lier
aux récepteurs MC3-R, MC4-R et MC5-R et inhibelidason de la-MSH (Fonget al,1997;
Nijenhuiset al, 2001). L’élongation par 2 acides aminés d'unag@ptide central de I'Agrp,
antagoniste de MC4-R mais pas de MC3-R aussi hiemizeau de I'extrémité C que N
terminale confére aussi une fonction antagonisig p® MC3-R qui ressemble a celle de la
totalité¢ de I'Agrp (Joseplet al,2003). Ces données montrent I'importance de liep&
terminale dans I'action antagoniste de I'Agrp 8 MCRs. L’injection icv unique de I'Agrp
@a&s-132) augmente la prise alimentaire, alors que les ggafil terminales ags; et 5482 Ne
I'affectent pas. Cependant I'injection d’'une quelque de ces 3 portions d’Agrp entraine une
diminution de la consommation d’oxygene et de hapgérature du colon qui provoquent toutes
les deux une dépense énergétique, alors que lespetions N terminales sans action sur
MC4-R augmentent le poids corporel, le poids desutadipeux, épidydimaire et mésentérique
malgré I'absence d’une hyperphagie.
L’explication de cette indépendance vis a vis dedanocortines peut étre une interaction
potentielle avec des co-récepteurs tels que leenamd3 (Reizest al,2003) qui ne peut se lier
gu’a la partie N terminale de I'Agrp.
Récemment, Creemees al. (2006) ont montré que la partie C terminale égip agit comme
un antagoniste endogene du récepteur MC4-R etegpartie N terminale de I'Agrp se lie au
Syndecan-3 qui ainsi module les effets de I'extténd@ terminale au niveau du MC4-R. Le
syndecan-3 semble influencer la prise alimentaid®@pendamment de MC4-R car I'Agrp est
clivée par des proconvertases PC1/3 avant sa écrittest aussi montré que I'’Aggp.132) est
un antagoniste plus puissant que I'Agrp avec sgisire compléete, alors que l'injection icv de
I'Agrp os.47y et d’Agrpso-so) N'a pas d’effet sur le poids corporel, la priser@ntaire ou la
température corporelle, suggérant que le clivagst-panscriptionnel est requis pour
potentialiser I'effet de I'’Agrp sur MC4-R.

2-2-3 Sécrétion de I'Agrp
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Récemment un rythme circadien tres prononcé du gedant pour 'Agrp a été mis en
évidence avec une forte corrélation avec la prisaeataire. Le moment de sa plus forte
expression correspond a 8 heures apres le pic pesk alimentaire nocturne, suggérant que
'Agrp surrénalienne pourrait ne pas jouer un réleect dans linitiation de I'alimentation
nocturne (Stiitzt al,2007). De méme l'injection du fragmeHtl-Agrpg,.1s1 dans différents
tissus chez la souris révele que I'’Agrp pénetrs paypidement dans les organes périphériques
gue dans le cerveau, en 10 mn dans le foie, puis Eacoeur, les poumons puis le muscle
squelettique. La glande surrénale qui a une vitedsseapture modérée, a cependant le plus
haut volume de distribution. Par contre d’autregaoes tels que le testicule, I'épididyme, et le
pancréas ont une permeabilité réduite pour 'Adteite capture de I'Agrp par le foie et
I'épididyme est trées augmentée chez les sourisia g cours de la nuit, alors qu’elle est

diminuée dans la glande surrénale.

2-2-4 Interaction de I’Agrp avec le récepur MC4-R
Un modeéle tri-dimentionnel du récepteur MC4-R dersoavec le ligand hAggg-132) localisé
a lintérieur du récepteur a été développé afirdatitifier les interactions récepteur-ligand
antagonistgfigure 23). Ces interactions font intervenir le résidu Argldel hAgrges7-132) qui
réagit dans une poche de charges négatives loealmés une cavité formée par les hélices
transmembranaires (TM) 1, 2, 3, et 7, qui est éeifpar la premiere boucle extracellulaire
acide (EL1) et avec la conservation spécifiquerdsslus Glu92(TM2), Asp114 (TM3) et Asp
118 (TM3) du sMC4-R. De plus, Phell2 et Phell3'td&gtps7-132) réagissent de maniere
putative avec une poche de groupements aromatiqudr®phobes formée par les résidus
Phel76 (TM4), Phel93 (TM5), Phe253 (TM6), et Phe@®46).de sMC4-R. Afin de valider
ce modeéle complexe Agrp-MC4-R il a été généré &nlitp chimériques basés sur une amorce
modifiee de I'hAgrpioe-118) (Tyr-c[Asp-Arg-Phe-Phe-Asn-Ala-Phe-Dpr]-Tyr-NH(2)pans ces
ligands chimériques, les résidus antagonistes Algr), Arg-Phe-Phe sont remplacés par les
acides aminés de I'agoniste His/D-Phe-Arg-Trp. @estides ont une activité agoniste sur les
récepteurs MC1-R et MC3-5R. Mais une nouvelle amoomorrespondant au peptide
mélanocortinergique, Tyr-c[Asp-His-DPhe-Arg-Trp-Aséia-Phe-Dpr]-Tyr-NH(2) est mise en
évidence. Ce peptide a une activité équivalente--dBH au niveau des récepteurs sMC1,
SMC3, et sMC5-R, mais est 30fois plus puissant fueViISH pour sMC4-R. Une autre
séquence peptidique 200 fois plus sélective poudRIQue MC3R a été développée: Tyr-
c[Asp-DPhe-Arg-Trp-Asn-Ala-Phe-Dpr]-Tyr-NH(2) (Witgnskiet al.,2004).
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2-2-5 Action de I'Agrp
2-2-5-1 sur la prise alimentaire

L’Agrp est produit de facon prédominante par unpyation de neurones du noyau arqué de
I'hypothalamus. Cette population neuronale expremssi le neuropeptide Y (NPY) qui est
aussi un puissant agent orexigene. L’Agrp est baes plus puissants peptides orexigenes
connus a I'heure actuelle et il est caractérisé quar effet long et prolongé sur la prise
alimentaire. Ainsi les animaux montrent une hypagia méme 7 jours aprés l'injection
unique d’Agrp par voie icv (Hagaet al, 2000). Les souris transgéniques surexprimargrppA
montrent une sévére obésité, une augmentation decrdgssance corporelle, une
hyperinsulinémie, une installation tardive de I'byglycémie, une hyperplasie des ilots
pancréatiques et une diminution des niveaux deoftcostérone (Graharat al,1997). Ces
effets de I'Agrp supposent qu’ils sont médiés etiskement par le cerveau, puisque les
orthologues d’Agrp murine et humaine stimulent pbyphagie quand ils sont administrés par
voie icv (Hagaret al,2000; Smalkt al,2003). Le mécanisme de cet effet prolongé n’ast p
expliqué, mais il semble qu’il soit indépendant lbloquage persistant des récepteurs aux
mélanocortines (Hagaet al,2000; Kimet al, 2002).

2-2-5-2 Sur d’autres fonctions physiogiques
L’injection icv de I'’Agrp humaine a des femellese €Rhesus monkey ovariectomisées fait
augmenter la sécrétion du cortisol, de 'ACTH, etld prolactine (Yangt al,1999). L’Agrp
exerce aussi un effet stimulateur sur 'axe goraget chez le rat male (Stanley al,1999)
De plus, l'injection icv d’Agrp accroit la capacities IL-B sur la sécrétion de I'ACTH
probablement en affectant la fonction deMSH au niveau des récepteurs hypothalamiques
aux mélanocortines (Dandoe& al, 2004) confortant ainsi le réle modulateur degfp dans
les réponses endocrines a l'inflammation, qui paitirelle méme entrainer I'obésité et le
diabéte de type 2. D’autre part, il est démontré kfugrp supprime I'expresssion du TRH et
diminue les concentrations des hormones thyroiérmirculantes démontrant ainsi un effet
inhibiteur sur I'axe hypothalamo-hypophyso-thyreiti(Feketeet al,2002). Récemment, il a
été montré que des souris déficientes en Agrp (Agrpourries avec un régime riche ou
pauvre en lipides ont une plus faible mortalité pandes aux souris contréles (Redmann et

Argyropoulos, 2006).

3- Les antagonistes synthétiques (tableau 2)
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La substitution d’un volumineux acide aminé arowopai D-Nalt (2) de 'ACTH;.10 conduit a

un antagoniste du MC3-R et MC4-R nommé SHU9119 Nhe-c[Asp™ D-Nalt (2), Lysja-
(4-10)-NH2) (Hrubyet al,1995). L’effet antagoniste de ce composé a égemwi chez la
souris dans le modéle de I'obésité (Faalg1997), et dans les modéles d’inflammation aigue
(Getting, 2002). D’autres substitutions dans 'AGEblont donné I'antagoniste du MC4-R,
HS014 (Schiothet al,1998) qui bloque la formation d’AMPc parMSH dans les cellules
COS-1 transfectées avec MC4-R. La substitutionrdsilus d’acides aminés aromatiques en
certaines positions entraine aussi une augmentdgofa seélectivité de MC3-R (Griecat
al.,2000). D’autres molécules appelées PG901 et PGHAtL&té synthétisées par la substitution
d’acides aminés aromatiques et se comportent codem@gonistes complets de MC5-R, mais
aussi comme des antagonistes de MC3-R et MC4-RItienme (Grieceet al, 2002).

IV- Régulation de la stéroidogénése surrénalienneaple systéme mélanocortinergique
La fonction majeure des récepteurs MC3-R et MC4Rie réguler respectivement la dépense
énergétique et la prise alimentaire mais ils inegmrent également dans le contr6le d’autres

fonctions importantes comme la stéroidogénese.

1- Présence et r0le de MC3-R

L’ARNmM du MC3-R a été décrit dans la surrénale de(bPhillo et al, 2003) et de poulet
(Takeuchi et Takahashi, 1999). Cependant il n’astgrésent dans les mélanocytes (Getting et
al., 1993) et dans la glande surrénale de souosnflinet al, 2003).

MC3-R est le seul des récepteurs aux mélanocorjuies une forte affinité poyrMSH et qui

se trouve exprimé dans la surrénale de rat. k& argmntré que I'activation de la lipase hormono
sensible (LHS), nécessaire pour I'hydrolyse detdesle cholestérol aprés activation par I
MSH ne conduit pas a un effet direct sur la sté@gémese surrénalienne mais elle stimule
I'accumulation du cholestérol libre (Pedersen eivirie, 1987) car les souris ont un niveau de
corticostérone basal normal, mais qui est trés rdimien réponse a une administration
d’ACTH (Li et al., 2002). Aussi, le role réegulatede MC3-R dans l'action de-MSH sur
l'activité de HSL reste controversé (Harmer et Biek 2005) car la signalisation via des
mécanismes AMPc-dépendants (Roselli-Rehfessl, 1993) n'est pas observée avec une
molécule synthétique, Lyg-MSH (résidus 50 a 74 chez le rat). Celle-ci patdise I'action

de I'ACTH (Pedersen et Brownie,1987), et n’entrajmes d’accumulation intracellulaire
d’AMPc, ni d'augmentation d’ACTH au niveau basah(€seet al,1983). Malgré la forte
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affinité du MC3-R pour les peptideszMSH, il est suggéré l'existence d'un récepteur
surrénalien potentiel pour les peptideMSH, autre que les 5 récepteurs aux mélanocortines

déja connus (Harmer et Bicknell,2005)

2- Présence et réle de MC4-R

L’ARNmM codant pour MC4-R a été détecté par RT PQRigeau du tissu surrénalien humain
isolé des zones réticulée et fasciculée, cheztletraans les cellules corticosurrénaliennes
bovines (Doghmaet al, 2004; Dhilloet al, 2003). MC4-R est aussi exprimeé dans les cellules
H295-R (Doghmaret al,2004) NDPaeMSH qui est un puissant analogue @®ISH active
aussi bien MC4-R que MC3-R et induit une sécrésigmificative de cortisol au cours d’'une
stimulation aigue de 2 heures, ou chronique de @dhcellules surrénaliennes bovines
(Doghman et al, 2004; 2005). Cette observatioraessi relevée sur des cellules dispersées de
la zone glomérulée de rat (Dhiléd al,2003), montrant que ces récepteurs étroitemauyilés

a la stéroidogénése sont présents a la surfaceldies de la zone glomérulée ou fasciculée de

plusieurs especes.

3- Présence et role de MC5-R

Dans la glande surrénale bovine, ’TARNmM codant MTBst détecté dans la zone glomérulée
mais pas dans la zone fasciculée, et cette expresst fortement stimulée en présence
d’ACTH (Liakos et al,1998). L'ACTH et la-MSH stimulent la production d’AMPc et
d’aldostérone par la zone glomérulée in vitro (Kagiaal,1996) mais 'ACTH qui lie MC2-R

a un effet plus puissant. ¢-MSH se lie a MC5-R et stimule la production de IES
I'activation de la protéine PKC dans les cellulesla granulosa (Liakost al,1998). Il a été
montré aussi que la lipolyse est stimulée @aviSH via MC5-R, et la sensibilité a cette
hormone dépend des especes, puisque le lapincebése sont beaucoup plus sensibles a
MSH que les rongeurs et les primates (Boston,1999).

4- Présence et role de I'Agrp

Un rythme diurne dans I'expression de TARNm codbfgrp a été mis en évidence chez le
rat, avec un pic a 22h et un minimum a 10h qunaddie avec le rythme quotidien de prise
alimentaire. Ce rythme corréle aussi avec celuiladsécrétion de la corticostérone et la

diminution de corticostérone circulante abolityéhme de I’Agrp en supprimant son
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expression nocturne. Une expression d’Agrp fixe agssi retrouvée sur des animaux
surrénalectomisés traités avec une dose constarterticostérone (Let al,2002).

L’Agrp est détectée dans la glande surrénale amecproportion de 16% par rapport a celle
exprimée dans I'hypothalamus (&i al, 2000). La sécrétion d’Agrp par les cellules Ineg de

la zone fasciculée cultivées pendant 24h a été diée (Doghmanret al,2004) et les
concentrations de la protéine Agrp-like sont estisn@ travers son inhibition de la production
d’AMPc par NDPe-MSH dans les cellules HEK293 qui expriment MC4-& fdgon stable
(Doghmanet al,2004). Il a aussi démontré qu’un excés de laémetAgouti chez les souris
Agouti hétérozygotes (Aa) ou bien I'obésité ne modifient pas I'activité adénylate cyclase
dans la glande surrénale mais affectent la progluctie corticostérone. Cette production
stimulée par la forskoline chez les souriéafest plus élevée que chez les souris déficiames
Agouti (lakovlevet al.,2004).

Par ailleurs, des niveaux plus élevés d’Agrp ort ébservés dans la glande surrénale
contralatérale aprés une surrénalectomie unilaéf@icknell et al,2000). De méme, une
stimulation aigué de 2 heures de la stéroidogépasélDPeMSH, est inhibée par des doses
croissantes d’Agrp (Doghmast al,2004). Cet effet est reproduit par I'antagonidies
récepteurs MC3-R et MC4-R, SHU9119 aussi bien careup antagoniste plus puissant de
MC4-R, JKC363 (Doghmaet al,2007). Cependant une réponse aigué a I'ACTH rpest
modifiée en présence d’Agrp. L’Agrp antagonise aussfet chroniqgue de NDRYMSH
(Doghmanet al,2005), mais exerce un effet biphasique soutemU’sffiet a long terme de
I'’ACTH avec une inhibition entre M et 10®M, qui disparait & I0M. Ces effets suggérent
gue l'action soutenue de I’Agrp sur la stimulatiale la stéroidogénése par 'ACTH n’est pas
liée & ses propriétés antagonistes envers les tekcepMCRs, mais intervient dans un
mécanisme alternatif qui reste a définir mais patrimpliquer I'existence d’autres sites

spécifiques de liaison de I'’Agrp (Doghmanal,2007).

V- Role d’autres hormones dans la régulation de la st@idogénése surrénalienne

1- La leptine

La leptine (appelée aussi protéine OB), un prodiwigene_ep/oba été découverte en 1994 par
Friedman et ses collaborateurs (Zhatgal,1994). Elle a poids moléculaire égal a 18kD
contenant une séquence qui est cliveée pour prodlbmemone mature de poids moléculaire
16kD (Zhanget al,1994). Les études initiales ont suggéré que fainke est synthétisée

seulement par le tissu adipeux blanc, mais il eshtenant reconnu que I’'hormone est produite
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dans plusieurs autres tissus comme le tissu adipewx, I'estomac, le placenta, la glande
mammaire, les follicules ovariens, certains orgarte=z le foetus comme le cceur, l'os et le
cartilage et dans le cerveau.(Trayhurn et Beafii@l2 Masuzaket al,1997). Le geneb est
exprimé dans tous les tissus ou se dépose la @maias le tissu adipeux sous-cutané exprime
des niveaux d’ARNm dib plus élevés que la graisse omentale (Huls. 49996; Montaguet

al., 1998). Une mutation du gewb résultant en une absence de leptine circulantduiba
phénotype de sourzb/obobése et hyperphagique, qui peut étre normaliségasministration

de leptine (Campfieleet al,1995, Halaas et al.,1995; Pelleymourgeral,1995). De fagon
similaire des mutations entrainant I'absence déirlepbioactive chez ’'homme causent une
sévere obésité et un hypogonadisme (Montagjual.,1997; Strobekt al,1998) qui peuvent
étre améliorés par une thérapie a la leptine dueni chez I'enfant (Faroogt al,1999) que
I'adulte (Licinio et al, 2004).

1-1 Les récepteurs a la leptine
Un ou plusieurs isoformes des récepteurs de lankepOB-R) ont été trouvés dans la plupart
des tissus (Hoggaret al,1997) incluant le tissu adipeux blanc, suggéopm cette hormone
pourrait avoir une action autocrine et paracrinesda tissu adipeux. Les récepteurs de leptine
existent sous plusieurs variantes (OB-Ra et OB-@e&ppartiennent a la super-famille des
récepteurs aux cytokines qui utilisent la voie daisation JAK-STAT. Ces différentes
formes de récepteurs peuvent étre divisés en S8adatong, court et sécrétés (Tartaglia,1997;
Geet al,2002). La forme courte du récepteur a été prappséir le transport de la leptine a
travers la barriere hémato-encéphalique (El Hascetral,2000), alors que la forme sécrétée
se lierait & la leptine circulante pour moduler aotivité biologique (Get al,2002).
La forme longue du récepteur OB-Rb difféere desemuformes de récepteurs par un long
domaine intracellulaire nécessaire a I'action déefdine (Leeet al,1996). L'expression des
récepteurs de leptine (OB-R) est aussi présentg ldazortex surrénalien de I’'homme (Glasow
et al,1999;2000), de souris (Hoggaetal.1997), de rat (Malendowicet al,2003;2004) et de
bovin (Chelikaniet al,2004). Au niveau central, OB-Rb est trouvé esskement dans
'ARC, le NPV, DMH, et la LHA (Merceret al, 1996; Guaret al.1997; Hakanssoret
al.,1998) et dans le tronc cérébral (Bugsal,2001).

1-2 Rythme de sécrétion de la leptine
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Chez 'lhomme, il existe un rythme de sécrétion aurg des 24 heures. En général, le rythme
circadien est caractérisé par des concentratiosaldsmentre 8h00 et 12h00, qui augmentent
progressivement jusqu’a un pic entre 24h00 et 4hO@natin, pour diminuer progressivement
jusqu’a un minimum a 12h00 (Sinkaal,1996). Cette augmentation nocturne de la lemste
consécutive a l'absorption d’aliments et I'hypedlisémie cumulées au cours de toute la
journée (Sinha et Caro,1998). Contrairement auxygors, la stimulation de la sécrétion de
leptine chez 'lhomme ne parait pas étre consécuativeepas mais elle est sécrétée avec des
pulses réguliers avec des intervalles inter-pi¢'atere de 44 minutes, et le rythme circadien
est attribué a 'amplitude du pic. Ces rythmesadiens sont observés chez les patients obéses
et I'hyperleptinémie chez ces patients pourraie &ue a I'augmentation de I'amplitude du
pulse. Ces fluctuations de la leptine sanguineigmpht que des composants nerveux et neuro-

hormonaux régulent la sécrétion a partir des agiesqSinhat al,1996).

1-3 Action de la leptine sur la prise alim#aire
La leptine circulante est transportée a travetmlaiere hémato-encéephalique via un processus
saturable (Bankst al,1996). La régulation du transport peut étre updrtant modulateur des
effets de la leptine sur la prise alimentaire. éénje réduit le transport, alors que la reprise de
'alimentation augmente le transport de la leptinéravers la barriere hémato-encéphalique
(Kastin et Pan, 2000). Aprés sa liaison a ses téaepdans I’hypothalamus, la leptine stimule
une cascade de signalisation spécifique qui résultene inhibition et une diminution du taux
de plusieurs neuropeptides orexigenes, tels qiPM, la MCH, les orexines et I'Agrp alors
gu’elle stimule d’autres peptides anorexigénes cerfimaMSH qui agit sur le récepteur MC4-
R, le CART et la CRH (Jequier, 2002).
Les afférences vagales sont également connuesép@ule trajet emprunté par des peptides
périphériques anorexigénes tels que la leptine pamaler les centres satiétogénes (Peters
al.,2005). Ainsi la leptine active les afférencesalag innervant les intestins (Gaige al,
2002), I'estomac (Wanet al,1997) et le duodénum (Petetsal, 2007).
Une étude trés récente chez le rat montre quedlaones sensibles a la réponse anorexigéne
de la leptine sont localisés de facon primordiaasdle noyau sous-médian du NTS (MNTS)
du cerveau postérieur, qui constitue la zone-clgrdgction des afférences vagales provenant
du tractus gastro-intestinal (Huet al,2008). La réponse de ces neurones a la leptine es
activée par une distension de I'estomac, et lairleptéduit la prise alimentaire de facon

efficace méme si la distension gastrique n’estspdéissante. Paradoxalement, Sacéibt
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al.,(2007) montrent que la leptine n'agit pas sur tentres de la satiété du cerveau
principalement par la voie des afférences vagatess elle utilise la voie humorale, car
I'injection intrapéritonéale de leptine inhibe lage alimentaire et le poids corporel chez le rat,
et induit I'expression de c-fos dans le NTS, ma#iecinhibition n’est pas abolie par une

vagotomie qui entraine des variations d’expresdiéiRNm codant pour I’Agrp et la POMC.

1-4 Obésité et résistance a la leptine
En dépit du fait que la plupart des adultes humatries rongeurs obéses ont des taux €éleves
de leptine, cette hyperleptinémie n’entraine ni dim@inution de I'appétit, ni une augmentation
de la dépense énergétique. Cet état caractérisecaistance a la leptine. De rares exemples
imputent I'apparition de I'obésité chez I'hommeaarhutation d’'un seul gene, appelée aussi
obésité monogénique, mais la plupart des obésitesent la conséquence d’une interaction
polygénigue avec I'environnement (Tschops et Heif@@01). Par ailleurs, il est estimé
gu’environ 5% des populations obéses sont considindme des patients déficients en leptine
qui nécessitent une leptinothérapie (Sinha et (498).
Deux hypothéses expliquant la leptino-résistance retenu l'attention: d'une part, la
défaillance de la leptine circulante dans l'atteide ses cibles centrales (Banks,2003), et
d’autre part, la défaillance dans les composanta dascade de signalisation intracellulaire
du récepteur OB-Rb (Munzberg et Myers,2005). Leetippement de I'obésité et de la
leptino-résistance chez la souris C57BL/6J souraiseégime riche en graisse (high fat ou
DIO) peut étre divisé en 3 étapes: une premierpeépaécoce caractérisée par un gain de
poids corporel et le maintien d’une réponse adégaak effets anorexigenes de I'injection
périphérique de leptine, une étape intermédiairéacsouris perd sa sensibilité a la leptine
périphériqgue mais conserve sa capacité de répolaskeptine administrée au niveau central,
et la derniere étape pendant laquelle la souristrmame résistance totale a la leptine (El-
Haschimi et al.2000). Des études ont montré que les souris hétgotes déficientes en
SOCS-3 (suppressor of cytokine signaling-3) soos @ensibles a la perte de poids induite
par la leptine et plus résistantes au développerdamte obésité induite par le régime
hyperlipidique (Howard eal., 2004), avec un niveau de POMC induit par la leptous
important que chez les souris normales (Mxral.2004). Ces études indiquent que SOCS-3
régule de maniére négative la signalisation de pisIsignal transducer and activator of
transcription) induite par la leptine dans I'hypalimus et que l'activité excessive de SOCS-3

constitue un mécanisme potentiel dans la leptis@stance. L’hypothése avancée alors est
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gue la sensibilité des neurones a POMC et des nesirdPY/Agrp a la leptine est altérée
chez les souris DIO (Enioet al.,2007).

Alors gqu'’il est démontré que la leptino-résistarsedue a une mutation homozygote du gene
OB-R chez le rat Zucker (Livingstagt al, 2000), la souris C57BL/6J obése sous un régime
DIO a un taux normal d’'OB-Rb et une augmentatiors@S-3; cependant, elle n’arrive pas
a moduler la sécrétion peptidique dans la cascaddgdalisation, malgré la persistance d’'une
haute sensibilité du systeme mélanocortique a gesistes, probablement en raison d’une
augmentation de MC4-R. Par contre chez les souaigres, la leptine module la sécrétion de
NPY/Agrp et du-MSH par le noyau arqué, montrant ainsi le réleongnt de la sensibilité a

la leptine dans le systeme mélanocortinergiquendiquant combien la perte de cette

sensibilité contribue a la pathologie de leptingistance (Eniorét al.,2007).

1-5 Effet de la leptine sur la stéroidogére surrénalienne
Les études initiales n'ont pas montré d’effet farsécrétion des stéroides surrénaliens
stimulée par I'ACTH mais plutot un effet secrétagedacilité de 'ACTH-like sur des cellules
surrénaliennes dispersées de rat (Malendowtcal,1997; 2003; 2004). Par contre d'autres
travaux (Bornsteiret al,1997; Kruseet al,1998; Glasow et Bornstein 2000) montrent que la
leptine inhibe la sécrétion basale de cortisostietulée par 'ACTH des stéroides surrénaliens
par des cultures primaires de surrénales humainéswnes, ainsi que par la lignée NCI-
H295.(Hsuet al,2006). Une inhibition similaire est observée das cellules surrénaliennes
provenant d'adénomes humains (Szetsal,2001). En utilisant une neurotoxine chez la
femelle de rat, il a été montré que la diminutidexdression du récepteur OB-R rend la
surrénale réfractaire a une inhibition par la leptet hypersensible a 'ACTH,.impliquant que
la leptine peut avoir une interaction directe alecortex surrénalien pour moduler I'activité
de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien.(Peslial, 2004).
Cette réponse distincte entre les bovins et caléhddmme pourrait étre due a une sélectivité
au sein des especes, mais d'autres travaux (Prat@hgl998, Cherradet al, 2001) montrent
qgue la leptine inhibe la sécrétion des stéroidesésaliens par des cultures primaires de
surrénales humaines et bovines. Cette inhibitiopliqgne I'accumulation de 'ARNm de
certaines enzymes tels que P450scc, P45€icla P4500.(170-hydroxylase, 17,20 lyase/
desmolase) par les surrénales bovines (Bornsteih,2997; Kruseet al,1998), ou la P456u

chez ’lhomme (Glasowt al,1998,1999), ou la P450scc dans la lignée suregme humaine
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NCI-H295 (Hsuet al,2006), ou bien les protéines StAR et PBR quinimémnent dans le
transfert du cholestérol dans la mitochondrie (Gldket al,2001, Salzemanet al, 2004).

1-6 Signalisation de la leptine dans la gide surrénale (figure 24)

En utilisant la cholera toxine qui mime l'action &CTH, Hsu et al, (2006) montrent que le
traitement de lignées cellulaires surrénaliennesadines NCI-H295 avec de la leptine pendant
24 heures inhibe la sécrétion des stéroides sliggaanais pas leur sécrétion basale, ainsi que
I'expression de ’ARNm codant pour la P450scc attivité du promoteur CYP11A1 induites
par '’ACTH/cholera toxine via une région responsatié la production d’AMPc localisée entre
-1,7 et -1,6kb. De maniere concomittante la lepiimgbe aussi la sécrétion protéique induite
par la cholera toxine comme elle active Jack2 dt Sks inhibitions sont empéchées par des
inhibiteurs de la Jack2 (5AG490) ou de IP3 kindke(wortmannine) ou des inhibiteurs des
phosphodiestérases (PDE) qui dégradent TAMPc,dets I'IBMX ou SKF 94836 spécifique
de la PDE3. Ces résultats ont suggéré que la &epiimerfére avec la signalisation
ACTH/AMPc a travers une voie Jack2-IP3/Akt-PDE3-Ad/pour sous-réguler I'expression
du gene P450scc, et inhiber la stéroidogenésensliméne, et que I'obésité a une influence
sur la réponse physiologique au stress, sur le boksane énergétique et sur la balance

électrolytique.

2- L’insuline

2-1 Sécrétion de linsuline
C’est I'hnormone métabolique majeure produite par dellulesp du pancréas, ainsi que le
premier signal d’adiposité (Schwastal,1992). Les valeurs de l'insuline plasmatique esatri
directement avec les changements d’adiposité (BReggtaal,1967) et augmentent au moment
ou la balance énergétique est négative ou défei(&/oodset al.1974). La graisse viscérale
est la clé déterminante de la sensibilité a l'imaukt du niveau d’insuline plasmatique (Porte
et al,2002). Cependant et contrairement a la leptiae,sécrétion d’insuline augmente
rapidement aprés un repas alors que les nivealsptiae sont insensibles a 'ingestion d’'un
repas (Polonskegt al,1988).
L’insuline pénetre la barriere hémato-encéphaligiaeun processus médié par un récepteur
saturable avec des niveaux proportionnels a l'insutirculante (Baurat al,1993). Des

travaux récents suggerent que tres peu ou paslifiasest produite par le cerveau (Woeds
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al.,2003; Bankst al,2004). Une fois l'insuline entrée dans le ceryegle agit comme un

signal anorexigéne (Marlke al.,,1990)

2-2 Les récepteurs a I'insuline ( figure 25)

Le récepteur d’insuline est composé d’'une sousunéxtracellulaire qui lie I'insuline et une
sous-unité3 intracellulaire qui traduit le signal et a uneidtd tyrosine kinase intrinseque. Il
existe de nombreux substrats récepteurs a I'insliRS) avec IRS-1 et IRS-2 présents dans
les neurones (Baskirt al,1994; Burkset al.2000). Il a été montré récemment une
augmentation de I'expression des ARNm et des presécorrespondantes de IRS-1 et IRS-2
dans les cellules chromaffines surrénaliennes 'aietivation Cad*-dépendante de la PKC-
o/ERK et une stimulation des voies PI3K et ERK (Swet al,2006).

2-3 Action de l'insuline sur la prise alimetaire
Les neurones a NPY et a POMC sont également dies abk I'insuline pour son action sur la
prise alimentaire et le poids corporel (Schwattal,1992;Benit etl.,2002). L'administration
icv de linsuline a des rats durant une privatioa dourriture empéche l'augmentation
hypothalamique des niveaux de NPY dans le NPV ¢tAdRNm du NPY dans I'’ARC induite
par le jeGne (Schwartet al.1992; Airet al,2002). L’administration d’insuline dans le 3éme
ventricule de rats soumis a un jeune prolongé auatgriexpression de ’ARNm de la POMC
(Air et al,2002). Ce dernier est réduit de 80% chez deglraltgtiques non traités, et ceci peut
étre atténué par un traitement périphérique auline qui réduit partiellement I'’hyperglycémie
(Sipolset al,1995).La réduction de la prise alimentaire cays¥eune injection icv d’'insuline
est aussi bloquée par des antagonistes de la P@klitet al,2002). Des souris males ayant
subi une délétion spécifique du récepteur d’inguéin niveau neuronal ont un phénotype obése
et sont dyslipidémiques avec des niveaux élevésuline plasmatique (Bruningt al,2000).
La diminution des récepteurs a l'insuline dansdgau arqué médian aprés I'administration de
'ARN antisense dirigé contre la protéine précursdu récepteur d’insuline entraine une
hyperphagie et une augmentation de la masse adip€usici et al,2002). De méme, le
traitement de souris avec des substances mimdist lge I'insuline diminue le gain corporel
produit par un régime enrichi en lipides ou au sadiun état d’insulino-résistance (Aét al,
2002). Récemment, il a été montré qu’un traitenedmonique a l'insuline de tissu adipeux
humain en culture organique pendant un a deux jauggmente le taux de biosynthese de

leptine, sans affecter son niveau dARNm (le¢@l,2006). L'insuline et la leptine parmi
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d’autres cytokines, partagent une voie de signaisantracellulaire commune via IRS et
'enzyme PI3-kinase (Niswendet al,2001; Porteet al, 2002).

3- Les orexines

Les orexines A et B appelées aussi hypocrétines si@s neuropeptides isolés de
I'hypothalamus (De leccat al.1998; Sakuraiet al.1998). Elles dérivent du clivage d’un
précurseur de. 130-131 acides aminés, la pré-proerajui présente 83 % d'identité entre
’'homme et le rat. Leur dénomination provient dii fp’elles sont fortement exprimées dans
les centres hypothalamiques régulant la prise aliane. Elles exercent leurs effets via 2 types
de récepteurs couplés aux protéines G, OXR letduties études montrent que les orexines
jouent aussi un réle dans le sytéme sommeil/ékdliés sont exprimées aussi bien chez le rat
adulte que nouveau-né au niveau de I'hypothalaamésdl, dans I'’éminence médiane avec une
extension vers d’autres régions hypothalamiquebaeitres noyaux comme les noyaux arqué
et paraventriculaire. Dans I'hypophyse, aucune esgion n'a été détectée ni en ARNm, ni en
protéine. Le récepteur OX1-R est largement expdags les noyaux ventro et dorso-médian,
alors que OX2-R est exprimé dans I'hypothalamusrddt 'ARC et le PVN, et le noyau des
tubercules mamillaires. La privation de nourritarggmente I'expression hypothalamique.des
deux récepteurs (Spinaztial,2005).

3-1 Effet sur la prise alimentaire.
Les orexines A et B stimulent I'expressiondéos(Buru et al.,2000) et I'orexine A augmente
I'expression de 'ARNm de la CRH et de 'AVP daesNPV (Al-Barazanjet al,2001). Elle
stimule la sécrétion de la CRH a partir d’explamgpothalamiques, et son application sur des
coupes hypothalamiques entraine une dépolarisatioame augmentation de la fréquence du
pic des neurones du NPV. L’action stimulatrice IsUCRH semble étre en partie médiée par
NPY via le récepteur Y1, car I'orexine augmente senlement la décharge de la CRH mais
aussi celle du NPY.

3-2 Effet sur la glande surrénale
3-2-1 Expression surrénalienne.
L’expression de ’TARNmM du précurseur pré-pro-onexa été détectée dans la glande surrénale
humaine par RT-PCR (Nakayabadti al,2003), alors que I'expression protéique de pré-

proorexine est notée aussi bien dans la surrénat@ine adulte que fcetale (Kartegisal,
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2001); mais ces résultats sont controversés partrd&@ travaux qui ne montrent aucune
expression des orexines dans les surrénales (2pietaal,2005) et pensent que I'activation
des récepteurs OX-R1 et 2 a lieu par les orexiiteslantes. Les ARNm de ces 2 récepteurs
sont exprimés dans les zone fasciculée et réticelédans la médulla, et seul 'OX1-R est
exprimé dans la zone glomérulée (Mazzathal,2001), mais Karteriast al,(2001) montrent
gue seul OX2-R est exprimé dans la surrénale adtftetale. Chez le rat, les ARNm de OX2-
R sont détectés dans les homogénats surrénalieps4ét al,1999, 2001) et dans les cellules
dispersées des zones fasciculée et réticulée E&petaal,2005), contrairement a un trés faible
niveau d’expression de OX1-R (J6hetral,2001).

3-2-2 Effet sur la sécrétion des glucocarbides
Les orexines stimulent la sécrétion des glucoonidis selon deux mécanismes. Le premier
indirect, via la stimulation de l'orexine A du sgste CRH/AVP qui augmente les taux
d’ACTH et de corticostérone dans le sang (Nowkal.2000), alors que l'orexine B est
inefficace. Cet effet s’exerce par les 2 réceptedas une stimulation directe de la zone
fasciculée. Le deuxieme mécanisme est direct eligog une stimulation de la sécrétion des
glucocorticoides dans les zones fasciculée etutéggar I'orexine A (Ziolkawskat al.,2005)
via le récepteur OX1-R et cette sécrétion est abphr des inhibiteurs synthétiques de
'adénylate cyclase (SQ-22536) ou de la protéimase A (U-73122) (Spinazet al,2005).
Ces auteurs rapportent que l'orexine A augmente semement '’AMPc mais aussi la

production d’IP3 dans les membranes surrénaliehangmines (Randewt al.2001)

4- Autres peptides impliqués dans le contréle de larise alimentaire

Le comportement alimentaire est contrélé par léésye nerveux central et principalement par
'hypothalamus qui recoit des signaux périphérighesmonaux, neuronaux provenant du
tractus gastro-intestinal. Des facteurs sociauxip@pgiques et environnementaux influencent
aussi ce comportement. En effet, a court termestiesili mécaniques signalent la présence de
'aliment dans le tractus digestif (distensionstggses et motilité intestinale) conduisant a la
sécrétion d’hormones telles que la cholécystokifdEK), le peptide YY (PYY). De méme
gue des parametres métaboliques tels que l'augtmenide la glycémie apres la prise d’'un
repasgénere un « signal glucose portal » détecté esrmenau cerveau par le systéme nerveux
autonome. Ce signal est capable de modifier 'hataste glucidique et d'induire un effet

anorexigene. D’autres signaux périphériques telkelg sécrétion de ghréline stimulent
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l'initiation au repas. A long terme d’autres horreertelle que la leptine qui joue le role de
«sensor» et les glucocorticoides renseignent siatl’'des réserves énergétique stockées
respectivement dans le tissu adipeux et le foies €ignaux convergent vers I'hypothalamus
qui intégre ces multiples signaux et induit uneoré&ge adaptée a travers la sécrétion de
peptides et neurotransmetteurs orexigenes teldNgYe MCH, Agrp, la galanine, les opioides
endogénes, ou par leurs antagonistes anorexigélsegue les mélanocortines , la CART, et la
CRH.. La sérotonine qui agit a travers le réceptHif-R et la norépinéphrine a travers les
récepteur$?2 etp3 réduisent aussi la prise alimentaire (revue Aotil#006). Cependant ces
peptides, hormones et neuropeptides ne montrent’pffets sur la stéroidogénése dans la
surrénale(tableau 3)(Wilding, 2002)

5- Contrdle de la prise alimentaire par I'axe surréalien
5-1 La CRH ou CRF

CRH est un agent anorexigene et thermogénique endgdrichard Denis,1999). La sécrétion
de CRH module la prise alimentaire en absencerdessen exercant un effet inhibiteur sur
'appétit. et inhibe fortement la prise alimentaifens toutes les classes des vertébrés qui ont
fait I'objet d’études (Crespet al,2004). CRH médie son action a travers l'interactavec 2
types de récepteurs, CRF1 et CRF2 qui ont été sleh&aractérisés (Chalmessal,1996;
Turnbull et Rivier,1997). Le récepteur CRF2 intenti essentiellement dans la suppression de
la prise alimentaire et dans la réponse thermogénay CRF et aux peptides dérivés du CRF
(Martinezet al,1998; Smagiret al,1998). Les 2 ligands principaux au CRF2, la stypse
humaine (SCP) et la strescopine related peptidd®)Ssont capables de supprimer la prise
alimentaire et le délai d’évacuation gastrique.njection de CRH dans le cerveau et
spécifiquement dans le NPV diminue la prise aliraeatspontanée ainsi que celle induite par
le jedne (Schwartzt al,1995; Heinrichset al,1998). L'administration chronique de CRH
cause une anorexie aigué et une perte progressipeids corporel (Schwartet al,1995). La
CRH diminue la prise alimentaire en inhibant ceraneuropeptides ou neurotransmetteurs
comme le GABA, la norépinephrine, la dynorphine, let NPY (Levine et al,1983).
Inversement, le blocage des récepteurs a CRH aa®a@utagonistes ou des oligonucléotides
anti-sens, l'immunoneutralisation ciblée du CRH gathypothalamus accroit la prise
alimentaire basale ou stimulée par NPY, suggéiast gue CRH pourrait moduler les actions
des signaux orexigenes (Heinriatsal,,1995). Une privation de nourriture et I'obésigupent

masquer I'expression du récepteur CRF type 2 daN®1H et réduire I'expression de la
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protéine liant le CRH (qui inactive la CRH) (Rictlat al,2000). La CRH est aussi sensible a
l'action de peptides périphériques qui signalentarveau les fluctuations dans les réserves
d’énergie, particulierement la leptine. La leptagymente aussi I'expression de CRH type 2
dans le noyau du VMH, une structure-clé dans ldrotnde la sécrétion d'insuline et dans la
régulation de la balance énergétique (Richetrdl,2000). Un deuxieme peptide CRH-like,
I'urocortine, produit par des neurones du noyau bliger-Wesphal (Vaughaet al,1995), est

un inhibiteur encore plus fort que le CRH sur Is@rlimentaire chez les mammiferes quand il
est administré par voie icv (Spimd al,1996). L'urocortine qui est un peptide de 40 esid
aminés est un activateur puissant des récepteuF? @Ris que CRF1 (Vaughaat al,1995;
Spinaet al.1996). L'urocortine réduit la prise alimentaireegttraine une perte de poids a des

doses qui n'induisent pas de stress (Spirel,1996; Asakawat al.,1999).

5-2 L'ACTH
Al-Barazanjiet al.,(2001) ont montré que I'administration de fragnse@tterminaux d’ACTH
humaine (ACTHs.39 et ACTHx,.39 par voie icv a des rats soumis au jedne pendamtol
pendant la phase obscure augmente la prise alimertar contre des fragments N terminaux
a-MSH induisent une diminution de la prise alimergaimais pas le fragment ACThb,
Aucune modification de la prise alimentaire n’a éétectée chez les animaux alimentés sans
restriction, alors que 'ACTH avec sa structurebglie réduit I'alimentation aussi bien chez les
animaux soumis au jeine que ceux qui sont alime@@nme I'’ACTH peut se lier a MC4-R
avec une affinité similaire a celle dedMSH et que le récepteur MC2-R n’a pas été clomsda
le cerveau, il a été suspecté que l'effet anoreagde I'ACTH est médié par MC4-R. Par
ailleurs Gantzet al,(1993) ont montré que 'ACTH eta*MSH stimulent I'accumulation de
'AMPc dans les cellules HEK293 avec une intensité@ilaire, apres une transfection stable
avec MC4-R, alors que 'ACTH,o a une faible capacité,en accord avec I'absendéet®ur la
prise alimentaire. Par contre, aussi bien 'AG{k que I'ACTHy,39 ne peuvent stimuler
’AMPc via MC4-R in vitro,. Ceci suggeére que |'effet orexigene des fragm€ntisrminaux de
'ACTH n’est pas médié par le récepteur MC4-R.(Gagtt al,1993). Des effets analogues a
ceux des fragments d’ACTkl3g et 22.30 ONt €t€ enregistrés avec des antagonistes du MC4-R
tels que SHU9119 et les fragments C terminaux @A@rpss-13> qui augmentent la prise
alimentaire 8 h et 24h aprés l'injection icv chexs dats normaux en satiété (Rastsal,1998),
alors que I'Agrps-132 ou le SHU9119 n'augmentent pas la prise alimeatdurant la phase

obscure. Le mécanisme par lequel les fragments @H\&ugmentent la prise alimentaire reste
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a identifier. Tenant compte que seuls les fragmBirtsrminaux et non C-terminaux peuvent
induire la stéroidogenése surrénalienne via leptéoe MC2-R, il apparait que I'action de
'ACTH 1539 €t 22.39 passe par ce récepteur. L'effet anorexigéne dETHA injectée par voie
icv, est antagonisé par I'administration d’'un agbtmidu récepteur de la dopamifieHT) chez
des rats a jelin pendant 16 heures (Ninan et Ku|k888). Une autre éventualité est avancée,
qui serait que ces fragments pourraient agir pateFmédiaire d’autres récepteurs exprimés
dans le cerveau, tels que MC3-R et MC5-R (Tatrd)L9%ous les types d’hyperphagie et de
syndromes d’obésité sont inversés et empéchés mparsurrénalectomie et peuvent étre
rapidement restaurée par un traitement aux sté&raigeénaliens (Tempel et Leibowitz, 1994).
Les glucocorticoides qui sont désignés comme demdmes de stress a cause de leur forte
augmentation dans le sang en réponse a des stistr@dssants, perturbent aussi le
fonctionnement de I'axe reproducteur male en infitibas signaux endocrines hypophysaires
(Suter et Schwartz,1985;Contreras al,1996). En effet, les glucocorticoides inhibent
directement la production de testostérone par leltules de Leydig en réprimant la
transcription des génes qui codent pour les enzyeebiosynthese (Ot al,1994), Ces
changements sont accompagnés par une diminutida lilgido et de la fertilité (Phillipst
al.,1989). Cette observation est relevée aussi lhiem thomme avec un stress psychologique
(Fensteeet al,1997), que par un stress d'immobilisation cheatédMonderet al,1994).

D’autre part, les effets des glucocorticoides $aailités par I'expression de leurs récepteurs
dans les cellules de Leydig (Stallatral,1991), et leur augmentation sérique peut condire
I'initiation d’un processus d’apoptose des celldes_eydig (Hardet al., 2005).

En participant au métabolisme énergétique, a Eemlimentaire, I'axe corticotrope pourrait-il
influencer la fonction gonadotrope? Dans la deurigrartie de ce travail, nous tenterons de

répondre a la question.
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| La fonction testiculaire

1- ROdle des gonadotrophines dans la maturation desgltules de Leydig
La principale fonction des cellules de Leydig estpdoduire la testostérone qui est requise pour
l'installation de la spermatogénése et le maintleda fonction de reproduction male. Au cours
du développement, la plupart des cellules de Les@ligessent au cours des 3 premiers mois de la
vie, mais certaines persistent durant la vie ad@lteyaratneet al,2000). Chez les mammiferes,
la population de cellules de Leydig responsabli&geoduction de la testostérone apparait durant
la puberté. La maturation morphologique et fonctelle des cellules de Leydig parait étre
dépendante de la stimulation par la LH. Les sodéficientes en récepteurs de LH ou en LH
circulante (Zhanget al, 2001) ne montrent pas une augmentation normast-gartum du
nombre de cellules de Leydig et ont des niveauxétaurtables en androgénes sérigques
(O’Shaughnesswgt al,1998; Baker et O’'Shaughnessy, 2001). De plugaieement a la LH de
rats privés de LH ou de HCG restaure en parti¢riectsire et la fonction des cellules de Leydig
(Keeneyet al,1990). De méme, le traitement de souris hypoggoad par des injections
quotidiennes de LH induit une augmentation marqieéd’activité de la plupart des enzymes
stéroidogéniques (O’'Shaughnessy,1991). Par cdatpgpulation feetale des cellules de Leydig
ne requiert pas les gonadotrophines puisque lesssoéficientes en LH montrent des niveaux
normaux en androgenes testiculaires et en nombcellldes de Leydig durant le développement
foetal (O’Shaughnesst al,1998).

2- Expression des récepteurs : Réle de 'AGT

Parmi les autres facteurs de croissance et régsptieopligués dans le controle de la
stéroidogéneése testiculaire feetale, le récepteunalianocortines de type 2 (MC2-R) spécifique
a ’ACTH.joue un réle important. L’étude de O’shangssyet al,(2003) montre que le récepteur
MC2-R est exprimé 100 fois plus dans les testicdéefoetus de souris que chez les adultes et que
l'incubation de testicules de feetus de souris owsalgris nouveau-nés par 'ACTH stimule la
production de testostérone de 10 fois de maniese-dépendante, similaire a celle observée avec
HCG, alors que les testicules ou des cultures pramale testicules dérivés de souris adultes ne
répondent pas a I'ACTH. Cependant cette produatiest pas affectée chez les souris POMC-
KO, ni para-MSH ou y-MSH. Ces résultats suggerent que I'ACTH régulepdaduction de
testostérone par le testicule foetal mais pas par de I'adulte. Ces résultats se rapprochent de
ceux obtenus par Johnstenal,(2007) qui montrent que 'ACTH induit une augnaign temps
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-dépendante de la production d’AMFRt de la testostérone en moins de 3 minutes, par u
population de cellules de Leydig foetales isoléesaigis nouveau nées. En présence de doses
maximales d’'HCG et d’ACTH, il n’y pas d’effet adidihnel, et 'expression ’ARNm de la StAR
est multipliée par 4, alors que celle des enzymémigdogenes n'est pas affectée; mais la
dexaméthasone qui inhibe la phospholipase A2 omhibiteur synthétique de ERK1/2 (UO126)
réduisent cette production, suggérant que 'ACTHaelLH agissent a travers leurs récepteurs
respectifs pour stimuler la stéroidogénese danscédisiles de Leydig foetales via I'acide

archidonique, la protéine kinase A et l'activatamla StAR par ERK1/2.

3- Anatomie du testicule (figure 26)

Le testicule adulte a pour principales fonctionasdurer la spermatogénése et la production des
hormones stéroides sexuelles; il est limité pdbliginée d’ou partent des cloisons qui divisent

la glande en plusieurs lobules comprenant un ddstgeminiferes. Chez le lapin, le testicule se

caractérise par une forme allongée et entourémpéissu adipeux dense .

3-1 Les tubes séminiferes
Chaque tube comporte de la périphérie vers le eentr
- la lame basale participant a a la barriére santicule entourée par une couche de cellules
myoides péritubulaires synthétisant du collagéres facteurs de croissance et des facteurs
paracrines modulant la fonction Sertolienne.
- I'épithélium séminifére constitué de grandesuell pyramidales ou cellules de Sertoli, entre
lesquelles sont localisées les cellules germinakes.cellules de Sertoli sécrétent de nombreuses
substances (hormones, facteurs de croissance edififgenciation et les protéines dont
’Androgen Binding Protein ou ABP qui lie la test&®one et la &DHT) qui sont impliquées

dans les fonctions endocrine et spermatogéniquedticule.

3-2 Le tissu interstitiel
C’est un tissu conjonctif lache baigné par le lituinterstitiel; il contient des Tlots de cellulies
Leydig , des vaisseaux lymphatiques, des vaisssanguins et des nerfs. Les cellules de Leydig
qui représentent le testicule endocrine sécrétest dndrogénes et d'autres substances qui
interviennent par une action paracrine ou autoatanres |'activité testiculaire, dont les dérivés de

la pro-opiomélanocortine (POMC), l'activine, 'dogine et la vasopressine.
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4 — Biosynthése hormones stéroides dans le teskic(figure 27)

La synthése des androgenes a lieu dans les micessdans les cellules de Leydig en utilisant les
méme enzymes impliquées dans la stéroidogénésmalienne, selon deux voies: la vaig, qui
comprend la synthese de |A5-prégénénolone, la déhydroépiandrostérone (DHE#),
'androsténediol, et la voieAd qui synthétise la progestérone, la 17-hydroxygstgrone,
'androsténedione et la testostérone. Les celldies eydig disposent de lanBéductase qui
catalyse la conversion de la testostérone edibydrotestostérone ¢sDHT); I'aromatase qui
convertit 'androsténedione en oestrone (E1) destostérone en oestradiol (E2) a une activité
faible dans le testicule.

Dans le testicule de lapin, la testostérone estdf@géne majeur jusqu'a 60 jours apres la
naissance, puis les concentrations de la DHT sgaleg ou supérieures a celles de la testostérone,
ce qui constitue une particularité chez le lapiar(feret al,1982). La maturation sexuelle chez le
lapin est caractérisée par la conversion de laggsbne en DHT au niveau du testicule, mais pas

au niveau plasmatique (Bergsral,1979).

5- Sécrétion et transport des androgenes

La testostérone est sécrétée dans la circulatiogugze de facon pulsatile et épisodique en
réponse a la stimulation de LH. Chaque pulse deekHsuivi d'un pulse de testostérone. Une
partie importante de la testostérone est sécrgteles autres androgenes (a faible concentration)
dans le sang veineux; l'autre partie est stockés thatesticule (Perelman et Perlman,1994).

Une fois sécrétée la fraction majeure de la teStose circulante (98%) est liée a des protéines de
transport telles que la Testosterone Binding Gliob{lleBG), la Sex Hormone Binding Globulin
(SHBG), ou la ou la transcortine ou Corticostefidding Globulin (CBG). La fraction libre qui

représente 2% est la seule biologiquement active.

6- Mécanisme d’action des androgenes

Au niveau de la cellule cible, la testostéroraverse la membrane plasmique par diffusion
passive, une partie est transformée de facon mséle en 5-DHT par la ®m-réductase. Une
fraction de la DHT ainsi formée est utilisée pouaction hormonale et une partie regagne la
circulation, alors qu’une faible fraction est trimisnée par I'aromatase en oestradiol dans le tissu
adipeux.

Dans la cellule cible, la testostérone et la DHTIliset & un récepteur (R) localisé au niveau

cytosoligue (Mowszowicz, 1989). L'affinité de ceepteur pour la testostérone est plus faible
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gue pour la DHT et le complexe testostérone-R foestémoins stable que le complexe DHT-R
L'interaction du complexe avec les sites acceptdarEADN nucléaire résulte en une activation
de certains genes de structure qui conduit a lthége d’ARNmM. Ces ARNm sont ensuite traduits
en protéines spécifiques, essentiellement des ergymui déterminent I'action hormonale

(Perelman et Perlman, 1994).

7- Régulation de la synthése et de la sécrétionsdendrogenes

7-1 Régulation hypothalamique (figures 28,29

7-1-1 Par la GnRH

La GnRH est un décapeptide synthétisé au niveawcelkules neurosécrétrices dans la surface
pré-optique de I'hypothalamus. Elle est déversées da circulation porte-hypophysaire ou elle
sera liée a des récepteurs fixés sur la celluladmmnope de I'adénohypophyse pour moduler la
synthése et la sécrétion des gonadotrophines LFHSet (Kaiseret al,1997). Sa sécrétion est
typiguement pulsatile et épisodique a raison d’'ufse toutes les 60 a 90 minutes (Idelman,
1994). Sa demi-vie est breve, de 2 a 4 minuteslt@aest rapidement dégradée par des peptidases
circulantes comme la Tyr-Gly endopeptidase (Cor@retvley,1991),
Son action sur les cellules gonadotropes hypoplresaitervient par:
- une interaction avec son récepteur membranaird lde kDa, qui entraine une interaction
récepteur-récepteur suivie d’une micro-aggrégalesmrécepteurs.
- une mobilisation du Ca intra cellulaire et I'activation de la phospholeaC par la protéine
G qui active le systéme inositol phosphate a syis#éla diacyl glycérol (DAG). L’activation de
Ca" active la calmoduline qui va intervenir dans k#tiation des gonadotrophines.
- Le calcium en combinaison avec le diacyl glycqDAG) active la protéine kinase C qui
stimule I'expression du gene qui code pour 'ARNm dH; et la synthese des récepteurs

spécifiqgues au GnRH (Conn et Cowley, 1991).

7-1-2 Par la CRH
La CRH est un composé de 41 acides aminés, isol€la@remiére fois dans I'hnypothalamus de
mouton (Valeet al,1981), et ayant une activité biologique localisas la partie C terminale
(Dufauet al,1993). La CRH inhibe directement la sécrétiorGadRH durant le stress (Riviet
al.,1986) a cause des connections existants entexteres des neurones a CRH et les dendrites
des neurones a GnRH (Maclusky al,1988). Les neurones a CRH envoient des projection

axonales vers la couche externe de 'éminence médial la CRH est sécrétée puis véhiculée
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dans le sang porte-hypophysaire pour atteindréaladg hypophysaire (Palkovitz, 1987). La CRH
exerce son action a travers un récepteur membearsgécifique localisé sur les cellules
corticotropes dans la partie anté-hypophysaireaesde lobe intermédiaire via la voie AMPc
(Wynn et al,1984). La CRH stimule I'expression du géene dB@MC et active la libération des
peptides mélanocortiques dérivés de la POMC teds'\CTH1.30, I’ a-MSH et la B-endorphine
(Bruhnet al,1984). La CRH et les dérivés de la POMC inhiaxe reproducteur par une action
sur I'hypothalamus en inhibant la sécrétion du Gnf@dtragliaet al,1987), entrainant une
réduction de I'amplitude et de la fréequence desgsitle LH (Veldhuis et Johnson, 1986). Sous
une stimulation de la CRH, les opioides ont aussiaction inhibitrice directe sur la libération de
LH (Blanket al,1986).

7-2 Régulation hypophysaire
7-2-1 Les gonadotrophines LH et FSH

Ce sont des glycoprotéines composées de deux sit@saidentiques ep différentes reliées par
des liaisons non covalentes. Les masses moléuldéré H et FSH sont respectivement de 28 et
33 kDa. La synthese de ces gonadostimulines adbes la méme cellule gonadotrope, et leurs
sécrétions dépendent de la fréquence et de I'amdplides quanta de GnRH arrivant a I'anté-
hypophyse. L’augmentation de la fréquence des pu(s@ toutes les 8 minutes) stimule
préférentiellement les taux d’ARNm codant pour $esis-unitésy, alors que les faibles pulses
d'intervalle (1/120minutes) stimulent 'ARNm codamour FSH. En effet, les cellules
hypophysaires en culture montrent que la sous-unfiéut étre stimulée par des concentrations
constantes de GnRH, mais les genes; ke FSH exigent un traitement pulsatile de GnRH
(Shupnik,1996). D’autre part, Kaiser al,(1993) montrent que les pulses sont importanis [
maintien de I'expression des récepteurs a GnRHeswellules gonadotropes.
La LH et la FSH circulantes agissent sur le telicespectivement en stimulant la production
des stéroides sexuels notamment la testostérolzesgermatogénese. La testostérone participe a
son tour a la promotion de la différenciation sébeuet 'androgénisation a I'age de la puberté
(Dupouy, 1993)

7-2-2 Action de la LH
7-2-2-1 Le récepteur ala LH
Au niveau testiculaire, le récepteur a la LH espremé sur les cellules de Leydig durant le

développement fcetal, au cours de la période paatenat de la puberté a I'age adulte. Ce
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récepteur est aussi exprimé dans d'autres orgaxtes-gonadiques tels que la prostate, les
vésicules séminales et I'épididyme, sans que lachs la signification physiologique de cette
expression (Rullet al,2006). Le conformité structurelle et biologiqu& gxiste entre la LH et
’hormone gonadotrophine chorionique (HCG) fait qoe récepteur LH/HCG lie les deux

hormones avec la méme affinité.

7-2-2-2 Mécanisme d’action de la LH (figes 30 et 31)
La liaison de LH au récepteur LH/HCG de la celldie Leydig induit une activation de ce
récepteur qui stimule le systéeme adénylate cyclpae l'intermédiaire de la sous-unité
stimulatrice de la protéine G (Gs), qui conduiaigtoduction d’AMPc. Ce dernier stimule a son
tour I'action de la PKA impliguée dans la phosphatipn des résidus thréonine (Thr) des
protéines. Des concentrations élevées en LH/HCGrgreuactiver I'inositol phosphate et la
cascade MAPK (Hirakawat al,2002) et causent une sous régulation des réeedieliHCG et
une désensibilisation des enzymes stéroidogenaslemuellules de Leydig in vivo, telles que la
3B-HSD-I et Il, 1&-hydroxylase et 13HSD (Dufauet al,2001). Par ailleurs, la LH et TAMPc
activent aussi la voie PKC en induisant la séanétie I'acide arachidonique et de ses métabolites
tels IP3 afin d’assurer la transduction du sigreakJe noyau, et en régulant I'expression génique
de la StAR et celle de la stéroidogénese. Ces daiesgnalisation via PKA et PKC agissent en
concert et la stimulation ou l'inhibition de l'urie ces voies affecte la stéroidogénése (\Wing
al.,2002). Cette action est rapide, dans les mirguesuivent I'exposition des cellules de Leydig
a la LH, et la sécrétion de testostérone déclenphéan pulse de LH apparait environ 40 minutes
apres ce pulse (Grumbach et Styne,1992).
L'action de la LH consiste principalement a actiletransport du cholestérol de la membrane
externe a la membrane interne de la mitochondrie IpaStAR, qui comprend 2 sites de
phosphorylation de PKA ser 56/57 et 194/195 respatient dans la StAR murine et humaine
(Reyes-Fuentes et Veldhuis,1993). En utilisant adkiles de Leydig tumorales de souris MA-
10, Mannaet al,(2007) démontrent que I'activation des voiessdgalisation PKA et PKC
respectivement par PMA (phorbol-12-myristate-13taed et dbAMPc/HCG est capable de
phosphoryler ERK1/2. PMA stimule I'expression deSiBAR mais pas sa phosphorylation, alors
gue dbAMPc augmente cette phosphorylation (P-StAR).inhibiteur de la voie MAPK/ERK,
U0126, inhibe ERK1/2 et diminue I'expression deSiAR en réponse au PMA et atténue la
stéroidogénese, mais il augmente la phosphoryldeda StAR médiée par dbAMPc.
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La régulation de I'expression de la StAR fait intnir plusieurs facteurs de transcription tels que
CREB et DAX-1, ainsi que SR-B1, une lipoprotéinea@ite densité qui facilite la mobilisation du
cholestérol dans les cellules stéroidogenes (Mahab, 2006). La LH stimule la stéroidogénése:

- en augmentant la fraction du cholestérol libreaicellulaire en augmentant le nombre de
récepteurs aux LDL et en stimulant la cholestéstérehydrolase.

- en stimulant la synthése et I'expression des ARdmant pour les cytochromes P450scc et
P450c17.

- par son action trophique en assurant la mulaghn et la maturation des cellules de Leydig.

- en régulant le nombre de ses récepteurs.

7-2-3 Action de la FSH
La FSH n’a de récepteur que sur la cellule de 8esion effet est AMPc-dépendant et aboutit a
I'activation de la PKA qui constitue une partie ionfante du systéme de transduction du signal
(Meanset al,1976). La FSH agit sur la cellule de Sertoli @mslant I'expression de TARNm
codant pour la sous-unitede I'inhibine (Toebosclet al,1989) et de TARNm qui code pour les
récepteurs androgéniques situés sur cette celBltel et al,1989). Il a été suggéré que FSH
influence la fonction de la cellule de Leydig iritement a travers les facteurs dérivés des
cellules de Sertoli, comme les cytokines, des tastele croissance et des stéroides (Lejetine
al.,1996). Lorsque des cellules de Leydig sont meseso-culture avec des portions de tubes
seminiféres représentant le stade VIl de la spemgéaiese, la sécrétion de testostérone augmente
et le traitement de co-cultures avec FSH stimulecégacité stéroidogénique avec une
augmentation des récepteurs a LH et une hypereahhREL (Jegou,1993). Paradoxalement, les
souris FS|H-KO ont des niveaux normaux de testostérone (Kuehat,1997) qui laisse déduire
gue FSH n’est pas importante pour le développermielat fonction des cellules de Leydig, mais
d’autres travaux montrent que I'administration damticorps anti-FSH a des rats immature ou
adultes n’a aucun effet sur le poids testiculairesor la testostérone sérique et testiculairesalor
gu’'un recombinant de FSH administré chez ces magsnante la production de testostérone par
les cellules de Leydig en présence de HCG. De minidocage de I'action de FSH a I'aide d’un
anticorps anti-récepteur FSH entraine une diminuties taux d’ARNm (Sriraman et Ra0,2004)
de la StAR et de IGF-l., suggérant une action $ijpgée de FSH dans la régulation du
développement des cellules de Leydig et un roleutadelur sur la sensibilité de LH et sur la

stéroidogénese.
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7-2-4 Action de la prolactine (PRL)
La prolactine est un polypeptide de 24 kDa seéecrpgg les cellules lactotropes de
'antéhypophyse. L’expression du géne du réceptieuta prolactine a été démontrée dans les
testicules de plusieurs especes tels que I'homenegller, le rat, le cerf (Haat al, 2002; Ouhtit
et al,1993; Jabbour et Lincoln,1999). Ces récepteunt kealisés sur les cellules de Leydig,
dans les cellules germinales et l'interstitium, snaiissi dans les organes accessoires (Jabbour et
Lincoln,1999). Les études expérimentales ont pranetla prolactine agit en concert avec LH et
FSH pour stimuler le fonction testiculaire chezrd® male, la souris, le hamster, le bélier et
’lhomme (Hairet al,2002). L’addition de PRL a des explants testicetachez des ruminants,
induit une phosphorylation les protéines de sigasibn JAK (Janus kinase), et STAT (signal
transducer and activator of transcription). La actihe stimule la stéroidogénéese en régulant les
récepteurs de LH ou la biosynthése des androg@&stsigenes en contrblant les enzymes
limitantes dans les cellules de Leydig (Takasealei990). Chez I'homme [I'activation du
récepteur fonctionnel de prolactine dans le caaatdéférent induit une phosphorylation rapide
de la tyrosine de JAK2 et STATS respectivementafieet 20 mn et celle de la tyrosine et de la
thréonine de ERK1 et 2 aprés 5 mn.
Au niveau hypophysaire, PRL stimule la sécrétiothldest FSH par les cellules gonadotropes par
un mécanisme de régulation paracrine (Kagal,1989). Cependant la PRL seule, n’a pas d’effet
significatif sur la production basale de la testomhe ou stimulée par 'lHCG chez le hamster,
alors que la combinaison de PRL avec LH et FSH perde maintenir une stéroidogénese
optimale chez le hamster hypohysectomisé (Klenetks, 1990).
Par ailleurs il a été démontré que la prolactinede la sécrétion de la CRH et de 'ACTH
respectivement a partir d’explants hypothalamiqus de culture primaires de cellules
hypohysaires de rat (Weber et Calogero,1991)

7-2-5 Action des hormones thyroidiennes
Les hormones thyroidiennes sont cruciales pouriff@érenciation post-natale des cellules de
Leydig. Elles stimulent fortement la stéroidogénéasesi que la prolifération des peroxysomes
cytoplasmiques et stimulent I'expression de 'ARNMmMa synthése de la StAR dans les cellules
de Leydig. Des récepteurs a la triiodothyronine) (3@nt exprimés dans les cellules de Leydig,
les cellules de Sertoli, les cellules germinales, dellules péritubulaires et le sperme (Maran,
2003) La Thyrosine releasing hormone (TRH), ’TARNMwodant pour TRH, et les récepteurs de

TRH sont aussi mis en évidence dans les celluléegeig (Mendis-Handagama et Siril
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Ariyaratne, 2005). Il a aussi été montré que lasfi®ule directement le nombre de récepteurs a
LH, les taux dARNm des enzymes stéroidogéniquassdas cellules de Leydig ainsi que la
sécrétion basale de testostérone, de progestérarmestradiol stimulée par LH. Le facteur SF-1
agit comme médiateur dans la stimulation de laogtégénese (Maran, 2003)

Les cellules de Leydig de rats adultes renduesthypaidiens produisent moins de testostérone
in vitro en réponse a un traitement a la forskoboea I'isobutyrylméthyl xanthine (IBMX); cela
est du a une diminution de la production d’AMPdaetl’activité des enzymes de biosynthése et
non a des modifications des récepteurs a LH, eliliaistration de T3 ou de thyroxine (T4)
pendant 3h a 48h n’affecte pas la sécrétion deodEsbne; cependant si les animaux
hypothyroidiens sont traitéda vivo aux hormones thyroidiennes la fonction des cedlude
Leydig est complétement restaum@eitro (Valentiet al,1997).

7-3 Reégulation par I'axe hypophyso-surrénadin
7-3-1 Action sur la sécrétion de la GhnRH

Les mécanismes et substrats cellulaires a travers éés@ulieu l'interaction entre les axe
surrénalien et testiculaire sont encores mal canpniais cet effet se manifeste en partie par
linhibition de la décharge des gonadotrophinesravers l'effet des glucocorticoides sur
'hypothalamus ou sur I'hypophyse (Breen et Kars2004; Breenet al,2004; Kamel et
Kubajak,1987). La preuve d’'une régulation direces aellules sécrétant la GnRH par I'axe
surrénalien est fournie par les études sur la égredlulaire hypothalamique GTI-7 qui synthétise
et sécrete la GnRH (Melloet al,1990). En effet, il est démontré que les glucticoides
répriment I'expression et la décharge du GnRH (Aitat al,1997) a travers des récepteurs
fonctionnels aux glucocorticoides qui sont exprint@s les cellules GTI-7 (Chandraat
al.,1994). Ceci peut étre le cas chez les animaux]Jesaneurones a GnRH co-expriment les

récepteurs aux glucocorticoides (GR)(Ahima et Adlad2; Gore, 2002).

7-3-2 Action sur la sécrétion des gonatophines
Les études effectuées a travers I'administratiod’d€TH ou de glucocorticoides naturels ou de
synthese chez 'homme et d’autres espéeces de manesitonfirment la corrélation entre la
diminution de la sécrétion des gonadotrophine&®kation de la concentration plasmatique des
glucocorticoides. Le traitement par 'ACTH présectenme avantages:
- la stimulation de la sécrétion de tous kéroides et pas uniquement celle des

glucocorticoides.
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- le taux de glucocorticoides sécrétés en répa@nune seule injection d’ACTH peut étre limité
par la capacité biologique du cortex surrénaliem &uimine ainsi I'effet pharmacologique
potentiel qui se produit lorsque la quantité decgborticoides exogénes administrée est tres
élevée.

L’action des glucocorticoides sur I'axe gonadiqeeitpétre aussi médié de maniére alternative
par le feed back des glucocorticoides sur la séaréies gonadotrophines par I'hypophyse. Chez
le mouton I'effet des glucocorticoides sur I'axengdique est exercé esentiellement au niveau de
'hypophyse (Breen et Karsch, 2004; Breenal,2004), chez lesquels les récepteurs GR sont
exprimés par les gonadotropes (Breen et Karsch)2@0par ceux du rat (Konone al,1993).

Les récepteurs GR ont été aussi localisés danselddes LH-like et FSH-like de la truite
(Teitsmaet al,1999). Des travaux récents (Geteal,2006) confirment cette rétroaction négative
aussi bien avec la corticostérone qu'avec la dek@séne sur les taux circulants des
gonadotrophines, mais pas sur I'expression des ARbmants pour Lk} FSH.et pour la GnRH.
Par contre d’autres travaux ne montrent pas defroation dans le sang ni de la LH chez le rat
(Fenske,1997), ni celles des gonadotrophines ahepbaye (Tohekt al,1997) en réponse a la

dexaméthasone..

7-3-3 Les récepteurs LH/HCG surrénaliens
D’autre part il a été montré par hybridation inusigt par immmunocytohimie la présence
respectivement de transcrits d’ARNm codant pour riesepteurs de LH/HCG et celle de la
protéine récepteur de LH/HCG sur les zones rétice fasciculée de la surrénale humaine
(Pabonet al,1996). Cette étude révéle aussi la présence sleécepteurs sur les cellules qui
contiennent I'enzyme P450scc, suggérant un rélecaete récepteurs dans la stéroidogénese,
notamment la synthése du S-DHEA qui est élevée thelemme souffrant d’'une absence
chronique d’ovulation, et qui se caractérise pag goncentration élevée de LH et des taux
normaux d’ACTH. Il est aussi rapporté que HCG pa&irhuler la production des androgenes a
partir de cellules isolées de surrénales de cobaiysont similaires aux surrénales humaines d’'un
point de vue morphologique et fonctionnel.(O’Cohnetl al,1994), et que HCG peut aussi
stimuler la sécrétion de S-DHEA par des surrénalgsaines foetales au cours d’'une gestation

précoce (Seron-Feret al,1978).

7-3-4 Les récepteurs GR des cellules deydey
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Les glucocorticoides jouent un réle fondamentakdardifférenciation et la croissance des tissus
en modulant 'expression génique (Schrmatdal,1995). Leurs effets sont exercés a travers leurs
récepteurs (GR) qui se fixent sur une séquencefspecde '’ADN appelée éléments de réponse
aux glucocorticoides (glucocorticoid response el@s)equi sont présents sur le gene promoteur
cible et qui conduit soit a stimuler la transcptiou a la réprimer (Landers et Spelsberg,1992).
Les récepteurs GR peuvent aussi interférer avetiigé transcriptionnelle de facteurs tels que le
complexe de transcription AP-1 par une interacpostéine-protéine directe (Jorettal,1990).

Les cellules de Leydig contiennent des réceptelRsq@i pemettent aux glucocorticoides de
réguler directement la production de testostér@uhifltzet al,1993). La fonction majeure des
glucocorticoides sur les cellules de Leydig esthibition de la biosynthése de la testostérone a
travers la répression des génes qui codent powrnegmes de biosynthése (Bambino et Hsueh
1981; Monderet al,1994). Les glucocorticoides augmentent aussialgacité des cellules de
Leydig précurseurs de répondre a la LH (Engel eivem,1974).

De plus, les genes modulés par les récepteurs éiRque la 3-HSD et I'lGF-I sont exprimés
dans les précurseurs de cellules de Leydig (®hah,1993; Linet al,1990), cependant le rble
de la 3-HSD dans les testicules n'a pas été déterminé, mtsence des récepteurs GR.dans les
cellules de Leydig précurseurs n'a pas été diregtergtablie. Une diminution significative de
I'expression et de l'activité de 'ARNm de I$-BISD | et la 1p-HSD type 3 est montrée dans
les cellules de Leydig de rats aduliasvivo et in vitro en réponse a une dose excessive de
corticostérone (Badrinarayanast al,2006). L'influence majeure de l'axe surrénaliam $a
régulation de la fonction testiculaire se tradu@r pa modulation de la sécrétion des
gonadotrophines, mais il apparait que les glucammdes ont une action directe sur le testicule
qui est indépendante de celle des gonadotrophBesl§ino et Hsueh, 1981, Welsh al,1982,
Li.,1991; Schultzt al, 1993).

Chez 'hnomme, la sécrétion de testostérone esite2diors que les gonadotrophines ne paraissent
pas étre modifiées au cours d'un stress ou d’ufodgionnement surrénalien. Chez les patients
atteints du syndrome de Cushing ou du carcinomeuliaée de la thyroide, la testostéronémie est
supprimée, mais si les conditions d’hypercortisoésont inversées a la suite d’'un traitement, la
sécrétion de testostérone devient normale (Mckesinal,1979). Par ailleurs, I'administration
d'un glucocorticoide de synthese, le méthylprédors® (MPL).a des rats males diminue
rapidement la sécrétion basale de corticostéroneeet effet n'est pas empéché par un
prétraitement avec un antagoniste aux récepteursdsR 34850; par contre le blocage de ces

récepteurs par Org 34850 empéche l'inhibition darde la sécrétion de corticostérone 4h et 12h
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apres l'administration de MPL, suggérant que leepéurs GR interviennent dans le retard
d’inhibition de la sécrétion basale de corticostérgpar MPL mais pas dans sa réponse rapide
(Spigaet al., 2008).

7-3-5 L’activité 1B-HSD dans les cellules de Leydig (figures 32 et 33)
Cette action des glucocorticoides est approfondielg détermination du nombre de récepteurs
GR dans les cellules de Leydig, de la concentraitibracellulaire des glucocorticoides et de
I'activité de la 1B-HSD qui convertit la corticostérone (chez le &xt)son dérivé inactif, la 11-
déhydrocorticostérone. La f-HSD-I qui a une activité réductagfig.32) est abondamment
exprimée dans les cellules de Leydig & 4 semaiossgartum seulement et qui est proche de la
mi-puberté (Phillipset al,1989). Comme les niveaux de glucocorticoideen¢stables durant la
puberté, Geet al, (1997) ont étudié deux autres principaux déteamis, I'expression de 'TARNm
de la 1B-HSD et le nombre de récepteurs GR a 3 stadedféeetiiciation des cellules de Leydig
de rat, les cellules mésenchymal like de progésstar 21 jours (PLC), les cellules de Leydig
immatures (ILC) qui sécretent les androgenesésluits a 35 jours et des cellules adultes (ALC)
capables de synthétiser la testostérone a 90jpbessiécepteurs GR évalués par le nombre de sites
de liaison de la dexaméthasone tritiée par celli@d_eydig purifiée montre que le nombre de
récepteurs est bas dans les cellules PLC, et pradgatique dans les ILC et les ALC, alors que
les niveaux d’ARNmM qui codent pour les récepteu® €t équivalent dans les 3 stades de
maturation. Les activités réductrice et oxydative ld 1B-HSD mesurées par le taux de
conversion de substrats radioactifs dans les esllde Leydig intactes sont a peine détectables
dans les PLC, intermédiaires dans les ILC et élalads les ALC. Le rapport des activités
(oxydative/réductrice) montre que la réduction fasbrisée dans les cellules PLC, alors qu’elle
est oxydative dans les cellules ALC, sachant quaédominance d’'une activité oxydative de la
118-HSD (1BHSD-II) conduit a une inactivation du glucocortideipar sa transformation en 11-
déhydrocorticostérone ou en cortisone (11-déhydtisod), alors que I'action réductrice implique
un effet opposé. Il est établi que IaBIHSD est oxydative dans les cellules de Leydig tadul
fraichement isolées (Gaet al,1997). Dans les cellules de Leydig qui exprimanssi les
récepteurs MR chez le rat, la liaison sélectiverggaurésulter d'une action inactivante de I$-11
HSD de type 1 et/ou de type 2; ainsi I'aldostérangmente la sécrétion de testostérone basale ou
induite par la LH, puisque en présence d’'un antasgerdes récepteurs MR, RU28318, cette
production est empéchée (6tal.2005). La balance qui maintient le taux de cortsatulant

normal permet d’équilibrer entre son niveau deé&é@un et son niveau de métabolisation, et dans

65



rtie MaRappels fonction testiculaire

le cas d'une déficience en EHSD-I, la réduction consécutive du feedback augmda
production de cortisol ainsi que celle des andregesurrénaliengFig.33) (Draper et Stewart,
2005).

7-3-6 Les glucocorticoides et 'apoptose des cdéla de Leydig
Les cellules de Leydig sont la source primordiadeabstostérone dont les niveaux circulants sont
déterminés par la capacité stéroidogéne individwtdk cellules de Leydig et par leur nomhee
stress qui induit 'augmentation des concentratisésques de glucocorticoides inhibe I'activité
biosynthétique conduisant a la diminution de séméde testostérone L'exposition de cellules de
Leydig a de fortes concentrations de corticostémumgmente la frequence d’apoptose. Le stress
d'immobilisation qui induit I'augmentation de la rticostérone est directement responsable de
'apoptose des cellules de Leydig; de méme, l'acaés récepteurs des glucocorticoides est
modulé par l'action oxydative de la f-HSD qui inactive la corticostérone en 11-DOC. En
utilisant un inhibiteur de la BtHSD1, 'acide glycyrrhétinique, il a été prouvéeeément que
cette enzyme module la concentration de corticosgrdans les cellules de Leydig de rat,
entrainant une réduction de la production de testmse et d'expression des enzymes
stéroidogenes (Het al,2008). En dessous du niveau basal de glucocitéspil existe un niveau
suffisant de métabolisme glucocorticoide qui fas®nin minimum de liaison aux récepteurs des
glucocorticoides. Les cellules de Leydig expriméntll3-HSD1 qui a une activité oxydo-
réductase bidirectionnelle ainsi que I841SD2 qui est unidirectionnelle et oxydative. Langge
d’'un potentiel redox a travers la syntheése du NAR&Ha production de glucocorticoide par la
118-HSD1, et linhibition de la stéroidogénese ne pawbir lieu que sous des conditions
stressantes, quand de grandes quantités de ctatmos dépassent la capacité oxydative de la
118-HSD. La modification de l'activité catécholaminigpge pourrait contribuer a la suppression
de la fonction des cellules de Leydig et expliglaerapidité de I'inhibition. (Hardyet al,2005).
Le ligand FasL (FasLigand ou CD95L) qui apparti@na famille des protéines de type TNF et
son récepteur transmembranaire Fas (ou CD95, ARPR4) que la Caspase sont aussi impliqués
dans le mécanisme d’apoptose des cellules de Leégdigte par la corticostérone (Gab al,
2002).

7-4 La nutrition
Il existe une relation directe entre I'état nutnitnel et la sécrétion des gonadotrophines chez les

males. Une nutrition améliorée augmente la frégeeles pulses de LH alors qu’'une malnutrition
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les diminue chez le mouton (Blackkeal,2002), alors que la privation de nourriture aursale la
croissance du veau inhibe le pulse générateur HGréduit la réponse hypophysaire au GnRH,
diminue la stéroidogénese testiculaire et la taillle testicule et retarde la puberté (Brebd
al.,2007). Le «metabolic sensor» permet de détecéat | nutritionnel de l'organisme en
transmettant des signaux peériphériques provenast cdecentrations de certaines hormones
métaboliques telles que la leptine, I'insuline ofimone de croissance (GH) et IGF-1 en signaux
neuronaux qui régulent la sécrétion des gonadoimephCes hormones dont les récepteurs ont été
mis en évidence sur le testicule (Abeleal,1986) ont un effet sur la stéroidogénese dans les
cellules de Leydig et sur la multiplication et ldf@enciation des cellules testiculaires chez le
taureau (Wang et Hardy,2004). Récemment une étantensré que des doses croissantes d’extrait
de Khat (Catha edullis) contenant un stimulant a&tgohine-like, la cathinone, provoque chez des
lapins males une diminution de la fréequence desgsutie LH ainsi que les taux plasmatiques de
LH et de testostérone, alors que le cortisol. p&gue est significativement augmenté de maniere
dose-dépendante (Nyongesital,2008). De méme I'hélénaline lactone, un agensgauit anti-
inflammatoire isolé de plusieurs plantes de la femies Asteracea inhibe la stéroidogénese
induites par 'ACTH ou par 'hnCG dans des cultupesnaires de cellules de Leydig et de cellules
surrénaliennes, mais cette substance n’inhibe pastéroidogénése initiée a partir du 22-OH
cholestérol, suggérant que I'hélénanine inhibdrekpression de la StAR (Supornsilctei.al,
2006).

7-5 La leptine
Plusieurs arguments montrent que la leptine agitastonction de reproduction chez les rongeurs
et des mammiferes de plus grande taille. Chez laissob/ob stérile, I'injection de leptine
recombinante restaure I'activité sexuelle, et dimiingestion ainsi que les quantités de lipides
corporels a des niveaux normaux (Chebthl,1996), alors que chez la souris normale la leptin
administrée par voie centrale stimule la sécrétierLH et augmente la réponse gonadotrope des
cellules hypophysaires a la LH-RH (t1al,1997). A de faibles concentrations la leptinenste
la sécrétion de LH-RH a partir d’explants hypothdgues, ainsi que la LH et FSH de
I'hypophyse de rats males. Chez le singe soumig@e depuis 48heures, I'injection de leptine
rétablit en totalité I'activité pulsatile de LH, gmente la FSH plasmatique et la testostérone et
diminue le cortisol (Cunninghaet al,1999). De plus, ’TARNmM du récepteur court de ilepta été
mis en évidence dans le testicule de rat, suggérania leptine constitue un signal métabolique

qui agit directement sur les gonades (Zamortral,1997).
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La leptine joue un rdle inhibiteur sur la stéroiélogse testiculaire qui explique la relation erdre |
diminution de sécrétion de testostérone et I'hygmihémie chez les hommes obeses. Cette
inhibition serait liée a la diminution potentieltBexpression des genes de facteurs controlant
positivement la stéroidogénése tels que SF-1 AR SP450scc, ainsi que I'expression du gene du
récepteur de leptine OB-R et sa forme fonctionm@BeRb(Tena-Sempere et Barreiro, 2002).

La présence aussi de récepteurs fonctionnels ptime au niveau hypothalamique co-localisés
avec I'expression du géne pré-pro-NPY montre qu& Bt une cible neuroendocrinienne de la
leptine (Schwartz et al.,1996).et qu'’il est impkgdans la sécrétion du GnRH (Kaétal,1993).

De méme, il existe depuis quelques années une nbaderoissante d’une interaction entre le
syndrome métabolique et la fonction testiculaire@ syndrome métabolique, en particulier
I'obésité, affecte la fonction testiculaire en risdmt les niveaux de testostérone totale et de la
SHBG (sex hormone binding globulin), comme ellaissaun effet néfaste sur la spermatogénése.
L’homme obese est caractérisé par une diminutiogrpssive des niveaux de testostérone, alors
gue la femme affectée par un phénotype d’obésiiéraimale développe un hyperandrogénisme
fonctionnel. Parmi d’autres facteurs qui restertoe@ a définir, les mécanismes potentiellement
responsables de la dichotomie sexuelle des niveaandrogénes interviennent des altérations
spécifiques de la sécrétion des gonadotrophines,odstrogenes, l'axe HHS, la leptine, les
récepteurs aux androgénes, les enzymes spécifgi@esidogénes dans les tissus périphériques
ainsi que la ghréline. Chez les deux sexes, lesogades ont un réle important et déterminant
dans la distribution de la graisse corporelle] esi admis que le niveau bas en testostérone chez
’homme ou élevé de la testostérone libre chezelanie peut induire le développement du
syndrome diabétique (Pasquali, 2006).

D’autre part, I'hypogonadisme augmente la résigaac I'insuline, qui correspond au fait
physiopathologique majeur dans le syndrome métgielet le remplacement par la testostérone
améliore non seulement la fonction testiculairesraissi les parametres du syndrome. Méme si
les mécanismes physiopathologiques restent incorinagparait que la leptine, la résistine et la
ghréline jouent un réle crucial dans l'interactientre le syndrome métabolique et la fonction
testiculaire. Comme ces mécanismes affectent lermgsendocrinien en entier, il a été proposé de
renommer le syndrome métaboliquesyndrome neuroendocrine métabolique»(Goulis et
Tarlatzis,2008)

7-6 L’insuline

68



rtie MaRappels fonction testiculaire

L’hyperinsulinémie et 'augmentation de la concation en glucose sont corrélées négativement
avec les niveaux de testostérone chez I'homme éBeitlal., 1990), Méme s’il a été proposé
gue les niveaux bas de testostérone contribubinmisalino-résistance et au diabete de type 2, la
cause de cette diminution n’est pas connue. L’hiymégnie induite par l'insuline diminue la
pulsatilité de la LH chez le rat et le mouton, amge la fréquence du pulse générateur de GnRH
chez le rat et le singe Rhésus. Chez 'lhomme I'bigg@mie en réponse a l'insuline induit une
diminution rapide des niveaux de testostérone (Cimgsretal.,1983). En plus, la diminution du
niveau de testostérone chez les patients atteints/gdrome métabolique serait la conséquence
directe d’'une fonction perturbée de I'axe HHS (Rosthet Bjorntorp,1998) car 'augmentation
du cortisol consécutive soit a I'administrationnduline ou d’hydrocortisone chez 'lhomme est
suivie d'une diminution rapide du niveau de testaste sans modification du niveau de LH
(Cummingset al.1983). Cet effet suppressif sur la testostérongglga la diminution de LH
alors que FSH reste stable, est due plus a I'hypégtie qui induit une action suppressive sur la
sécrétion du GnRH, qu'a l'effet de linsuline ehl®me; cette diminution coincide avec
laugmentation des concentrations d’ACTH, de coftiet de DHEA, impliquant ainsi
I'hypoglycémie post-insuline dans la stimulatioe Ithxe HHS, qui en retour exerce une action

suppressive sur I'axe gonadique (Oltmaanal.2001),

7-7 L'Agrp
Il a été déemontré que I'administration icv d’Aggpsza des rats méles stimule la sécrétion de LH
et FSH apres 40mn, ainsi que la sécrétion de LHaRdartir d’explants d’hypothalamus médio
basal, mais n'a aucun effet sur la sécrétion badaleH par des cellules dispersées d‘hypohyse
de rat méales ou stimulées par LH-RH (Stardegl,1999).

7-8 Reégulation par le rétrocontréle négatifles androgenes
La testostérone néo-synthétisée dans la celluldedelig et déchargée dans la circulation
sanguine peut exercer des effets suppressifs paétrocontrole négatif sur I'hypothalamus et

I’hypophyse.

7-8-1 Au niveau hypothalamique
La testostérone exerce son action inhibitrice awékcrétion de la GnRH par 2 voies :
- sa conversion en oestradiol sous l'action de ifeatase

- sa conversion en DHT par la-séductase.
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Finkelstein et al,(1981) montrent que l'administration de testamtér inhibe la sécrétion
gonadique plus fortement chez 'homme normal quez dihomme présentant une déficience en
GnRH, suggérant ainsi que la testostérone ou laused métabolites exerce un effet inhibiteur sur
la sécrétion de GnRH hypothalamique. Cette conmtusst renforcée par la diminution marquée
de la fréequence de LH durant 'administration detdatostérone chez 'homme , et par la
réduction des pulses de GnRH suivie d’'une rédua&spulses de LH chez le bélier (Jacksbn
al.,1991). D'autres études suggéerent que la testostéaltere I'abondance de 'ARNm qui code
pour la pro-GnRH, régulant ainsi la vitesse delsgys¢ de la GnRH (Wiemaimh al,1989)

7-8-2 Au niveau hypophysaire

Chez 'homme, I'administration de testostérone nddela sécrétion pulsatile de LH (Santen.,
1975). De méme qu’'une infusion de DHT-T en quargig@imolaire diminue la moyenne de
concentration de LH de facon similaire a celle obse avec la testostérone (Kotsa
al.,1988a); de plus, la testostérone circulante p&guler directement la sécrétion des
gonadostimulines en diminuant la concentration dé&septeurs a GnRH sur les cellules
gonadotropes (Dupougt al,1992). Par ailleurs, I'oestradiol peut réduireniplitude des pulses
de LH et perturbe la réponse de LH a 'administratie GnRH, suggérant une action inhibitrice

de I'oestradiol sur I'hnypophyse (Deawtral,1988)

7-9 Régulation autocrine
7-9-1 CREF et la sérotonine testiculaires

Le CRF sécrété par la cellule Leydig est un moedulatautocrine négatif important de la
stéroidogénéese induite par les gonadotrophinesafibeifal,1993). La sérotonine qui est produite
par la cellule de Leydig et par des cellules nesesurégule la fonction locale Leydigienne en
stimulant la sécrétion du CRF dans des situatiensticess ou de stimulation physiologique par la
LH. Cette sécrétion est favorisée par la présereceédepteurs 5-HT2 de la sérotonine de faible
capacité mais de haute affinité sur la cellule @gdig (Tinajeroet al,1993), qui est aussi
couplée a la voie des phosphoinositols pour stimalesécrétion du CRF via un isoforme de la
protéine kinase C autre que celui impliqué danstiba du CRF. Une fois synthétise, le CRF
exerce une action inhibitrice sur la production MIRc et sur la stéroidogénése par le biais d’'un
récepteur spécifigue de haute affinité (Ulisteal,1990), et une action stimulatrice sur la

sécrétion dg-endorphine (Dufaet al,1993).
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7-9-2 Les oestrogenes
Les oestrogenes ont été découverts dans le sysegarauctif male par Staffiegt al,(1965).
L’expression du gene de I'aromatase a été déteetée les cellules testiculaires de rat (Caretau
al.,2004) et des cellules de Leydig humaines (Carginal,2007), ce qui donne une grande
capacité aux cellules de Leydig d’aromatiser laosérone en Ifoestradiol (Valladares et
Payne,1979). Chez les rongeurs, les cellules déigiest les cellules de Sertoli synthétisent les
oestrogenes respectivement chez les adultes etrgsaux immatures, mais les cellules
germinales de rats adultes constituent aussi uneeal’oestrogénes (Carreati al,2004). lIs
sont produits par les gonades males et par lemesgaccessoires et la présence de récepteurs aux
oestrogenes ERet ERp a été décrite chez 'lhomme au niveau des testicdie la prostate, des
canaux déférents (Makekt al 2000). Récemment des récepteursiERR31 et ERB2 ont été
mis en évidence dans les cellules de Leydig turasr@arpincet al,2007).
Les données de la littérature montrent que I'odgitanhibe directement la stéroidogénese dans
les cellules de Leydig (Li, 1991; Abney,1999), aigse la prolifération des cellules de Leydig
progéniture (PLC) qui n'est pas due a une dimimutie la LH hypophysaire (Srirama al,
2000)..1I est aussi démontré que les cellules ejdig précurseurs expriment plus fortement
’ARNmM codant pour le récepteurs d’oestrogenes lgsecellules adultes, et le A-Bestradiol
sécrété localement par les cellules de Leydig\agison récepteur par un mécanisme paracrine
pour entraver le développement de ces cellules d@lules matures (Zhaet al,1996).
L’oestradiol doit aussi avoir un effet direct ouiirect sur le collagéne IV qui sous régule la
prolifération des cellules de Leydig immatures (JL@lus lentement que les cellules
progénitures (Anbalagan et Rao,2004), et agit auprbduction de testostérone (Die al.,
2002).

7-9-3 L’Arginine vasopressine (AVP)
Les cellules de Leydig expriment les récepteurd®1AVP qui sont couplés a l'activation de la
PKC. Sécrétée par la cellule de Leydig, 'AVP irgnil production des androgenes chez le rat en
inhibant I'activité de la 1d-hydroxylase/C17-lyase par I'activation de la sangé inhibitrice de
la protéine G (Gi) (Warren,1989).l11 a été aussi dBme que I'AVP entraine une inhibition
significative et dose-dépendante de I'expression’'@elezyme P450¢ et de la production de
testostérone dans les cellules de Leydig de soutiste par 'AMPc et une activation de la PKC
(Hales et Greene,1998).
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7-10 Régulation paracrine
Cette régulation est favorisée surtout par I'intéoan existant entre la cellule de Leydig et la

cellule de Sertoli.

7-10-1 Les androgenes
La présence de récepteurs androgéniques sur leiriss cellules de Sertoli et la production
locale d’androgénes favorise 'augmentation du nente ces récepteurs lors d’une exposition a
long terme des cellules de Sertoli aux androgém@ss derniers diminuent Il'activité de

'aromatase dans les cellules de Sertoli stimub&ed-SH (Verhoeveat al.,,1989).

7-10-2 Les dérivés de la POMC
La présence des peptides dérivés de la POMC, 'ACIHNISH et la B-endorphine a été
démontrée dans le testicule par des techniques mooytochimiques (Boitaret al,1986) Ces
méme auteurs indiquent qaeMSH augmente la production d’AMPc et d’oestradiahs des
cultures de cellules de Sertoli mais n’a pas dtefte la fonction de la cellule de Leydig. pa
endorphine dont les récepteurs ont été identifigss la cellule de Leydig a des effets
contradictoires; soit une inhibition de la sécnétile testostérone (Gerenadial,1985), soit une
inhibition dose-dépendante parfigendorphine et une stimulation par son agonistaglexone
(Ho et al,1985) sur des cellules testiculaires disperséasti ni la morphine ni le naloxone ne
modifient les niveaux de testostérone lorsquilstsmditionnésn vitro a des cellules de Leydig
purifiées de rat, ou administréa vivo dans les testicules de rats adultes (Sharpe et
Cooper,1987). L'administration de doses pharmacdqlegs d’ACTH augmente la sécrétion
testiculaire de testostérone indépendamment desgeh@ents de LH sérique chez le lapin
(Faulbornet al,1979; Pitzelet al,1984) et le porc (Liptrap et Raezide 1975; Jurgevet
Johnson,1981), mais pas chez le mouton (Juniestiak,1987) ou le chien (Mialcgt al,1984).
La perfusion de testicules de lapin, de rat, destemet de chien aveeMSH, B-endorphine ou
naloxone n'a pas d'effet sur la sécrétion de tédtoee, alors que la perfusion d’ACTH
humaine & 500ng/ml augmente la sécrétion de testostépar les testicules de lapin et de
cobaye, mais pas par ceux du rat, du hamster @hidn. Dans les testicules de lapin la réponse
de la testostérone a I'’ACTHy humaine ou porcine est dose-dépendante maiseste sans
effet avec d’autres fragments d’ACTh et 1-13, 4-10, 7-36, 11-24 et 18-39.

7-10-3 LH-RH like factor
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Les agonistes du LH-RH ont des effets directs aufohction Leydigienne médiés par des
récepteurs; I'administration de ces agonistes atcterme stimule la production de testostérone
mais l'inhibe a long terme (Skinner,1991) et dir@ntile nombre de récepteurs a LH (Tahka,
1989).

7-10-4 L’Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1)
L’IGF-1 est un facteur de croissance a expressimguitaire et sa synthése et sécrétion sont liées
a I'hnormone de croissance (GH) Sa sécrétion peat #imulée de facon dose-dépendante par
FSH sur des cellules de Sertoli en culture (Caillea al,1990). L'IGF-1 peut stimuler la
stéroidogénese dans la cellule de Leydig en augmieig nombre de récepteurs LH/HCG de
facon dose-dépendante (Spiteri-Grech et Niesch@g) et I'expression de '’ARNm codant pour
la P450scc dans la cellule de Leydig (eiral,1992).
Chez le rat et le porc, la LH stimule la productabiGF-1 par la cellule de Leydig (Navillet
al.,1990), et peut réguler la synthése des récepel@®§-1 ainsi que les niveaux de transcription
et de traduction (Nagpeat al,1991).

7-10-5 Transforming Growth Factor (TGFa et )
TGFa est sécrété par les cellules de Sertoli . Il @ffet inhibiteur sur la stéroidogénese dans la
cellule de Leydig. TGF est synthétisé par de nombreuses cellules deahisme et stimule ou
inhibe la différenciation cellulaire. Ses effetsgposent a ceux d'IGF-1 en diminuant le nombre
de récepteurs a LH/HCG de la cellule de Leydig a@goh dose-dépendante, en bloquant la
production d’AMPc et celle de la testostérone ggonse a une stimulation par LH/HCG, et en
empéchant aussi l'effet stimulateur d’'IGF-I surpi@duction d’AMR: par la cellule de Leydig
(Dupouy et al,1993). Récemment un role de T&cR été mis en évidence dans la régulation
photopériodique de la reproduction chez les oiseauravers I'administration icv d’'une dose
physiologique de TGdqui stimule la sécrétion de LH et la croissanatidalaire sous des jours
courts (Takaget al, 2007).

7-10-6 L’inhibine
C’est une glycoprotéine dimérique de 32 kDa comséitd’'une sous unité et d’'une des deux
sous unité$ (BA , BB) qui inhibe la libération de FSH et celle de datbstérone (Mooret al,
1994), contrairement a d’'autres auteurs qui suggéree l'inhibine stimule la stéroidogénese

(Skinner,1991). D’autres auteurs rapportent quihiliine inhibe préférentiellement la synthése et
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la sécrétion de FSH (McLachlaat al,1988) en réduisant I'expression de 'TARNm codpotir
FSH; et en bloquant la GnRH (Kotsugt al,1988b),

7-10-7 L’Activine
Elle résulte en la combinaison des deux sous upigs3 formes dimériques possibfas B ou
BA BB (Mooreet al,1994). Elle stimule la libération de FSH desudel hypophysairas
vitro (Ling et al,1986) etin vivo (McLachlanet al,1989). L’activine stimule I'activité de 1333
hydroxystéroide déshydrogénase/isomérase et laatibé de testostérone (Liat al, 1989;
Mauduit et al,1991). Dans les cellules surrénaliennes humaibastivine A supprime la
poduction de cortisol et d’androgénes ainsi quepfession des enzymes stéroidogénique (Wang
et al,2003), alors que dautres études montrent quetiViae stimulent la production
d’aldostérone et I'expression de certains genesvahant dans la stéroidogénese (Vanttieten
al.,2003)

7-10-8 La follistatine
C’est un polypeptide isolé du liquide folliculaiogarien qui est décrit comme un inhibiteur de la
sécrétion de FSH. Elle exerce une action neutrdbs&n se liant a I'activine; formant un
complexe follistatine-activine qui empéche celledei se lier a ses récepteurs (Utriaimtral.,
2006). La présence d’expression de la follistaBhd'activine a été montrée dans les cellules
surrénaliennes humaines foetales et adultes. liatédine inhibe la mort cellulaire par apoptose
induite par I'activine dans les cultures primaids cellules foetales humaines et de la lignée
surrénaliennne H295-R.(Vanttinehal. 2003)

7-10-9 Sertoli Cell Factor (SCF)
C’est une protéine de masse moléculaire d’envi@00 a 30000 dont la production est stimulée
par FSH. L’incubation de cellules de Leydig matueegec SCF stimule la production des
androgénes par I'augmentation des stéroides envi2li conversion de I'androstéenedione en
testostérone (Verhoevemal,1989).

7-10-10 Les cytokines

Il existe une relation fonctionnelle importante rentes macrophages du tissu interstitiel et la

cellule de Leydig a cause de leurs jonctions spEciMiller et al,1983). Ces macrophages sont
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une source de cytokines comme TNé&t II-1 qui modulent la sécrétion de testostérpae la

cellule de Leydig.

7-10-10-1 L’Interleukine-1 (IL-1)
L’IL-I est sécrétée par les cellules de Sertolisnaus fortement par les macrophages interstitiels.
Une activation immune par le traitement des maagph aux lipopolysaccharides (LPS) induit
une augmentation de I'expression de 'ARNm codantrdL-1 et une inhibition de I'expression
des génes P450¢ une diminution de lactivité de la d+ydroxylase et de la 17,20lyase
(Mauduitet al,1992). IL-1 inhibe aussi le transport du cholesit&ers la mitochondrie (Fauser
al.,1988) stimulé par 'AMPc, entrainant une dimioutide production de testostérone selon la
dose d'll-1in vivo et in vitro (Hales,1992). IL-g inhibe complétement la production de
testostérone induite par 'AMPc, ainsi que I'exies de 'ARNmM de la P4%Q; et il semble
qu’il active la voie PKC (Hales,1992).

7-10-10-2 Tumor Necrosis Factar (TNF a)
Le TNFa inhibe la production basale de testostérone ¢ séimulée par la Br-AMPc dans les
cellules de Leydig de souris. TMInduit une diminution d’expression de ’TARNm codawour la
P450scc et la P450cinduite par le TNE. Cette inhibition est dose-dépendante et réversibl
(Xiong et Hales,1993). Ce facteur induit aussi admngements au niveau structural et
fonctionnel de la membrane de la cellule de Leydigntrées par la capacité de diminuer
partiellement les récepteurs LH/HCG et celle depdaduction d’AMPc stimulée par HCG..
Cependant TNé s’oppose a l'action des hormones gonadotrophigmediminuant le transport
du cholestérol vers la mitochondrie et qui implidjégape d’hydrolyse par la CEH (Albest al,
1980), le transport par la SCP (Vahouwatyal,1984) et le rble des protéines labiles de rémulat
(Pedersen et Brownie,1987)

7-10-11 L’adrénomédulline
L’adrénomédulline (ADM) est une hormone peptidigeelée du phéochromocytome humain,
qui fait partie de la famille des gene calcitonietated peptide (CALCA). Elle est formée de 52
et 50 acides aminés respectivement chez 'lhomnie &t et exerce ses effets biologiques a
travers des récepteurs like de la calcitonine (CRLELen association avec I'un des 3 récepteurs
RAMP (receptor activity-modifying proteins). L'exgssion des ARNm codant pour les deux

types de récepteurs et pour 'ADM a été mis enévie dans les testicules de rat et ces
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récepteurs sont considérés comme les sites derliapécifigues de I'ADM aux cellules de
Leydig. La présence de '’ADM dans les testicules5&ois plus forte que dans le plasma mais
elle reste moins importante comparée a la gland@rsle. In vitro il est montré que 'ADM
inhibe la décharge de testostérone par les testicld rat stimulée par HCG et par I'endothélinel
(END1). D’autre part, 'ADM antagonise la contraxti des cellules myoides péritubulaires
induite par 'END1, et inhibe la production d’ENDAlors que sa production est augmentée par
END1. De ce fait, il est suggéré que 'ADM a uneefautocrine sur la stéroidogénese dans les
cellules de Leydig a travers un mécanisme d’intevacavec I'END1 sous le contrdle des
gonadotrophines (Chaat al.,2007).

7-10-12 Hepatic Growth Factor (HGF)
HGF est un facteur de croissance de 87kDa idemif@aractérisé pour la premiere fois pour ses
effets angiogenes et prolifératifs dans les custymemaires de cellules épithéliales (Bussokto
al.,1992). Ce facteur est sécrété par les cellulesenuhymateuses et les organes cibles voisins
des cellules épithéliales qui expriment le récaptdGF c-met, faisant que le systeme HGF/c-
met agit par un mécanisme paracrine pour régaléorction tissulaire locale. Le récepteur c-
met est exprimé a 18jours chez le feetus dans da titerstitiel de souris et HGF stimule la
sécrétion basale de testostérone (Rét@l,2006). Les cellules de Leydig expriment aussi-la
met inmmunoréactive durant la période post-nataléH@F stimule la sécrétion basale de
testostérone et inhibe I'apoptose dans les cellldekeydig de la période post-natale et dans les
explants de testicules (Del Braw al,2007). Mais la stéroidogénése est stimulée dess |
cellules de Leydig adultes humaines malgré I'absefiexpression de c-met dans ces cellules
(Catizoneet al, 2001)

8- les facteurs de I'environnement

8-1 Photopériode et variations saisonnieres
Des variations diurnes mais non saisonniéres @éningges en évidence pour la testostérone et la
DHEA chez des garcons et des filles en phase dergufMatchoclet al,2007). Ces variations
sont aussi observées pour la testostérone, la Uldestradiol, ainsi que dans les concentrations
urinaires du principal métabolite de la mélatoniees-sulfatoxymélatonine chez les populations
humaines exposées a une température et une phHotigpéxtrémes au nord et au sud du cercle
arctique (pole Nord) (Ruhayet al,2007). Un cycle saisonnier a été également ra@gmur la

testostérone chez le rat du désert et la gerliharimar et Brudieux,1989; 1987), le cerf
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(Bubenik et al,1991), et chez le bélier (Lincolet al,1990), et, ainsi que pour les
gonadotrophines chez le rat du désert (Khammar ratli®ix,1991) et le cerf (Bubeni&t
al.,1991).

8-2 L’alimentation en relation avec la photopérde
Une prise alimentaire volontaire élevée est coéstalurant les jours longs chez le bélier Soay
intact et castré, pendant que la testostérone igshufe chez les animaux intacts, mais elle
augmente apres 16 semaines d’exposition aux joawsts; ces variations sont liées avec
'expression des genes de NPY, de la POMC qui mariespectivement positivement et
négativement avec la prise alimentaire volontaters que I'expression du gene codant pour le

récepteur Ob-Rb de la leptine est diminuée pendanburs courts (Anukulkitcht al,2007).

Il - Quelques pathologies résultant d’'un dysfonctnnement surrénalien

1 - Le syndrome de Cushing
Cette pathologie correspond a un cas de résistgreeralisée au cortisol ou une hyposensibilité
au cortisol. Dans des cas de résistance génémahlseeortisol, les patients ont des concentrations
élevées en cortisol comparées a la populaton gharabertset al,1992). Le feed back négatif
aussi bien sur la sécrétion de la CRH que 'ACTHréduit, consécutivement a une diminution
de la sensibilité aux glucocorticoides, ce quiant une stimulation de I'axe HHS qui sécrete
plus de CRH et d’ACTH, et qui se traduit par ungraantation des concentrations plasmatiques
du cortisol. Cette augmentation apparait comme réfsetion compensatoire. L’hypothése
avancée est qu'au cours de la différenciation ddhiles corticotropes hypophysaires, une
altération génétique spontanée du locus du GRua dieces cellules deviennent insensibles au
cortisol (Lamberts, 2002). Cependant les patiewtsffiant d’une résistance au cortisol ne
montrent pas de signes ou de symptémes d’'un exeasodisol, car ils ont besoin de cette
augmentation. La sensibilité aux glucocorticoidet diminuée au niveau hypothalamique et
hypophysaire mais aussi au niveau des tissus qBlgshériques.
Le symptdmes cliniques observés chez les pati@sistants au cortisol ne sont pas imputés a
I'exces de cortisol, mais aux effets secondairessdul’'activation de I'axe HHS et la sécrétion
accrue d’ACTH qui augmente la sécrétion des minématicoides et des androgénes surrénaliens
(Lambertset al,1992). Dans d’autres cas décrits, une mutatiomlaaine de liaison du gene

récepteur GR semble étre la cause de la maladie éRral, 2001).
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2 - La déficience familiale en glucocorticdés (FGD)
La déficience familiale en glucocorticoides oud@émsibilité héréditaire & 'TACTH est une maladie
autosomale récessive résultant d’'une résistanoeodax surrénalien a I'action de 'ACTH. Les
individus affectés par cette maladie sont déficieah cortisol et en précurseurs C19 des
androgénes surrénaliens. Par contre, la produdggsnminéralocorticoides régulée par le systeme
rénine-angiotensine est normale. Cette maladieegtiobservée durant la premiere enfance se
caractérise par une hyperpigmentation, une hypéghe épisodique récurrente et des traces d’'une
déficience sévére en glucocorticoides, avec uriesanace excessive décrite chez ces enfants. S’ils
ne sont pas traités, ils succombent a une hypoglgcéu a une infection généralisée durant la
premiére enfance (Clamt al,1993). La mutation du récepteur MC2-R compte pnwiron 5%
des cas souffrant de FGD appelé de type I.
Parmi ces cas, la mutation touchant le géne cogant la protéine récepteur accessoire
melanocortin 2 receptor accessory protein (MRARt&Cprotéine de 19 kDa qui appartient aux
domaines des protéines transmembranaires, réaggt MZC2-R et joue un rbéle dans son transfert
entre le REG et la surface membranaire (Metheztlhl,2005). MRAP est nécessaire pour
I'expression dans certains types cellulaires dioggsurrénaliennes comme les cellules Y6 et COS-
3. Il est suggéré que MRAP a un role dans la toansdtion, le transfert ou la fonction de MC2-R,
et que les maladies potentiellement létales caysseles mutations de MC2-R peuvent aussi étre
causées par des mutations du MRAP. Le FGD nomgzagné de mutation du MC2-R est appelé
FGD de type 2 (Navillet al,1998). Dans les cas du syndrome d’Algrove appessi le syndrome
triple A ou ALADIN (ACTH résistance, Alacrima, Aclesia) les patients sont ACTH résistants,
mais ont des mutations sur le géne AAAS qui code gdes protéines régulatrices.

3 - L’hyperplasie surrénalienne congénitale

La différenciation et la maturation des cellulesnatiques chez I'homme aprées la dixieme
semaine de gestation et apres la naissance estd®i/ldépendante, contrairement a la
différenciation fonctionnelle des cellules de Leygiendant la vie foetale précoce qui parait étre
indépendante de LH/HCG. Ceci est mis en évidenez cim patient atteint d’'une mutation qui
inactive le récepteur LH/HCG, causant une pertgl@éade la fonction de ce récepteur. Ce patient
montre des organes geénitaux externes féminins, eraisonservant les canaux déférents et les
epididymes (Kremeet al,1995). Mais comme ces structures dérivées desugaie Wolf ne sont
formées qu’en présence des androgénes secrétésspeellules de Leydig durant la vie foetal
précoce, il apparait que la fonction initiale deiutes de Leydig et leur capacité a produire la

testostérone est indépendante de la HCG. De plas¢té rapporté que la sécrétion chronique
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d’ACTH stimule la production d’androgenes chez uarggn souffrant d’'une hypoplasie
surrénalienne-X due a une mutation dans le génelParmeniceet al,2001). Dans ce cas les
cellules de Leydig sont probablement la sourcerddyztion d’androgenes, ce qui suggere que
'ACTH peut stimuler la stéroidogénese testiculash®z ’homme dans certaines circonstances,
alors que des patients souffrant d’'une hyperplasieénalienne congénitale (CAH) développent
souvent des masses testiculaires décrites commeesies de tumeurs surrénaliennes, qui sont
probablement le résultat d’un exces chronique d’ACTomme les surrénales se développent
dans la proximité immédiate des gonades, le tisstésalien aberrant adhere aux gonades et
descend jusqu’aux testicules, et il est suggéet lgs tumeurs gonadiques chez les patients
souffrants de CAH proviennent du tissu surrénabberrant (Stikkelbroeckt al, 2001). Ces
tumeurs réegressent quand les niveaux d'ACTH somhimdiés par une thérapie aux
glucocorticoides, suggérant qu'elles sont ACTH-délamtes. Des tumeurs similaires ont été
aussi rapportées chez des patients ayant d’auésesdies caractérisés par I'élévation de 'ACTH
plasmatique, tels que le syndrome de Nelson (Johm$oScheithauer,1982) ou la maladie
d’Addison (Seidenwurmet al,1985), D’autres auteurs montrent que les resgegudeurs
surrénaliennes testiculaires ressemblent histol@gigent aux tumeurs de cellules de Leydig
(Clark et al,1990) et que les cellules de Leydig apparuesnddeavie fcetale restent dans le
testicule aprés la puberté, donc ces tumeurs dgentifiees comme des tumeurs gonadiques en

réponse a ’ACTH plutét que des restes de tumaurgsaliennes (O’Shaugnesslyal, 2003).

4 - L’obésite, le syndrome métabolique et 1a pIHSD-I (figure 34)

Toutes les études publiées s’accordent a dire gsiesimilarités trouvées entre le syndrome
métabolique et le syndrome de Cushing conduisé€hypothese que I'excés de glucocorticoides
est responsable de la pathogénese de ces 2 maladiertisol qui est un régulateur du
métabolisme du fuel au cours de la faim et du stresl’exces chronique en glucocorticoides
induit I'obésité et plusieurs caractéristiques dmdsome métabolique. Ces similarités se
définissent en une obésité abdominale, une intodérau glucose, une résistance a l'insuline,
une hypertension et une dyslipidémie. L$-HSD-I qui est co-localisée avec les récepteurs aux
glucocorticoides dans plusieurs cellules ainsilgadissus adipeux et hépatique, et joue un role
important dans I'amplification de I'action localeu ccortisol. L'augmentation chronique de
l'activité de cette enzyme augmente l'activatiors décepteurs glucocorticoides et contribue a
développer I'obésité ainsi que le syndrome métgbeli alors que sa diminution dans certains
tissus contribue a inverser les complications nadigbes de I'obésité (Matsuzakt al.2001).

Ainsi la souris transgénique surexprimang-HSD-I dans le tissu adipeux développe I'obésité et
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les caractéres du syndrome métabolique, alorsegieduris KO (13-HSD-I ©?) sont viables,
fertiles et montrent une meilleure tolérance awcagbe, une sensibilité a I'insuline, un profil de
protection cardiaque contre les lipides et unestésce au régime DIO et ses complications;
l'action des glucocorticoides dans les tissus adipet hépatiques de ces souris est réduite, et
accompagnée d’'une hyperplasie surrénalienne daeséinhulation de I'axe HHS. Dans ces 2
tissus qui contribuent d’environ 40 % dans le tamsulant des glucocorticoides chez ’lhomme,
'absence de la BtHSD-I empéche leur régénération (Harrisagt2001). Actuellement 80
firmes pharmaceutiques et organisations (Walke2Gfbncentrent leurs recherches sur le
développement d’inhibiteurs de laftHHSD-I afin de réduire I'impact des glucocorticogdgur
I'obésité et le diabete de type 2 (Hughealet2008; Saiah, 2008; Schnackenberg, 2008).
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1- Matériel biologique

1-1 Les cellules tumorales surrénaliennes dewss ATC7-L (Adrenal tumor cells 7-left)
La lignée ATC est dérivée de tumeurs surrénalienabgenues en ciblant I'expression
surrénalienne de l'antigéne T du virus SV40 cheg sleuris transgéniques. Elle possede les
caractéristiques de cellules de zone fasciculée ave trées bonne sensibilité a I'ACTH et
exprime tous les géenes de synthese de la cortioogténais n’exprime pas I'aldostérone synthase
(Ragazzon et al. 2006). Cette lignée a été grammeest fournie par le docteur A. Martinez
(Unité mixte 6547, CNRS, Clermont-Ferrand, France)

<54 ||;.';H |.|": e
S N | 1 SV40 large T antigen Int 2,1
idl «371% +133
Promoteur du géne de AKR1B7 Intron du gene de AKR1B7

Figure 1. Schéma représentant la portion de I'antigéne T duisian virus 40

(SV40) exprimé dans la lignée sé@malienne ATC7-L (Razzagon et al., 2006)

1-2 Etudein vivo sur les surrénales de souris

Cette étuden vivo est réalisée sur des souris males de type C57BH&dan, Le Mercoulet,
France), agées de 5 semaines et abritées a unértorp ambiante de 24°C avec 12 heures
d’éclairement par 24 heures, et un libre accésaa let a la nourriture. Les souris sont divisées e
deux groupes comprenant 5 souris chacun. Le pregsemourri avec un régime standard
composé de 3,1% de lipides et 16,1% en protéinkesseicond est nourri durant 16 semaines avec
un régime riche en lipides (Diet induced obesityDd®) composé de 36,1% de lipides et 19,8%
de protéines. Les souris de chaque groupe sonfiGesmar dislocation cervicale, disséquées et

les surrénales sont prélevées, séparées du tiggua puis congelées a -80°C.
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souris C57BL/6J

Surrénales
L

v

ofyélation
(azbtpiide puis -80°c)

Broyage
(datampon de lyse
awanti-protéase)
centrifugation
(5@b0000rpm)
Dosage protéines
Etude des récepteurs MCRs par Western blot <= (méthode BioRad)

Figure 2: Prélévement des surrénales sur les soul@57BL/6J

2- METHODES

2-1 Culture de la lignée cellulaire ATC7-L
2-1-1 Milieu de culture
La culture est réalisée sur un milieu DMEM/F12 @égmenté de 15 mM HEPES, auquel sont
additionnés des éléments favorisant la croissanieeneultiplication cellulaire: 1% de
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pénicilline/streptomycine (P/S), 1% de L-glutamitésiu), 2,5% sérum de veau feetal (SVF),
2,5% de sérum de cheval, 1% insuline-transferrétersum (ITS) et 18M de forskoline afin de
maintenir les cellules dans un état différencié.

Figure 3 : Aspect des cellules surrénaliennes delignée ATC7-L murine en phase de

multiplication dont les noyaux foncés ont une formeétirée ou triangulaire (GR:x40)

2-1-2 Conditions de culture

- Les cellules sont cultivées dans des boitepétd sur poly-DLysine, a 37°C et dans une
atmosphére humidifiée composée de 5% de CO2. Lyapgkine constitue un support adéquat
gui empéche les cellules de se décoller en favdriear adhésion au fond des puits.

- A 80% de confluence, les cellules sont divis&¢aide de la trypsine-EDTA et réparties dans
des boites & 6 puits avec une densité comprise &t 2.10cellules par puits.

- Vingt quatre heures avant le traitement hormoleaimilieu de culture est remplacé par un
milieu appauvri ne contenant que des antibiotiqiS a 1%) et L-Glu a 1%. Cette condition
ramene les cellules a leur niveau de métabolisnsal et permet d’obtenir une réponse liée
strictement aux conditions de traitement sansfiérence.

2-1-3 Traitement des cellules ATC7-L
Les conditions choisies sont appliquées pendaadurée de 24heures :
- La condition contréle est utilisée comme référedaas laquelle les cellules sont cultivées
dans du milieu appauvri sans subir de traitement.
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- Sept traitements sont effectués: insulineé’y) leptine (10'M), dexaméthasone (™),
Agrp (10M), ACTH (10°M), NDP-aMSH (10° M) et forskoline (10M).

- Chaque condition est testée sur 3 puits, etpéeence est renouvelée 4 fois dans des
conditions similaires.

- Aprés 24 heures de traitement dans certainegittans de traitement, le milieu d’incubation
est prélevé et conservé congelé a -80°C pour lagdoElA de I'Agrp; les cellules sont
immédiatement congelées dans I'azote liquide, paiservées a -80°C jusqu’au moment de la

préparation des protéines.

2-2 Extraction des protéines et analyse par Weesn blot

- Dans chaque puits, la lyse cellulaire est séalipar grattage des cellules dans un tampon
contenant: HEPES (20mM), DTT (0,5mM), EDTA (0,2mNNaCl (0,42M), MgC} (1,5mM),
glyceérol (25%), IGEPAL CA-630 (0,3%) et inhibitedile protéases. L'extrait cellulaire ainsi
récupéré est centrifugé pendant 5 minutes a 10p@0 et la quantité de protéines dans le
surnageant est estimée par la méthode colorimétrigiisant le réactif Bio Rad (Bio Rad
Holding SA, France).

- 40 a 50u g de protéines diluées dans le tardpdyse et le tampon échantillon sont dénaturées
pendant 5 minutes a 95°C, puis déposées dans cpagaeUne électrophorese sur SDS-gel de
polyacrylamide (SDS-PAGE) al0% est effectuée pesirécepteurs MC2-R, MC3-R et MC4-R.
La migration est réalisée a 80V dans le gel de eanation, puis a 100V dans le gel de
séparation.

- Les protéines sont ensuite transférées sumerabrane PVDF (Immobilon P transfer, taille
du pore 0,45um, Millipore corporation, Saint Quergn Yvelines, France) pendant deux heures
a 75V, puis colorées au rouge Ponceau
- Les sites protéiques non spécifiques sont blegnésaturant la membrane avec du PBS-Tween
0,1% - protéines de lait 10% pendant une heurenpéeature ambiante.

- La membrane est ensuite hybridée avec I'antcepgcifique polyclonal 1IgG de lapin :

e anti-MC2-R de souris (US Biological, MassachusseBA). L'immunogéne est formé des
17 premiers acides aminés de lI'extrémité C termairmhal domaine cytoplasmique du récepteur
MC2-R murin. Cette séquence est homologue a cellead(88%), de 'homme (82%), du porc
(76%), du bovin (70%) et du poulet (64%). Cet amps qui ne réagit pas avec les autres
récepteurs MCRs. Il est utilisé au 1:1000.
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e anti-MC3R et anti-MC4-R (Abcam, Cambridge, GB) dfigues de 'homme, du rat et de la
souris. Les immunogenes sont formés respectivenhena partie C terminale de I'épitope du
MC3R, et de la séquence 21-33 des acides aminésrinaux de MC4-R. IIs n’interréagissent
avec aucun des autres récepteurs. La dilutiorségilpour les deux récepteurs est 1:2000.

La membrane est incubée en présence de chacunntiesras pendant une nuit a +4°C, ou
pendant une heure a température ambiante.

- Nous avons aussi tenté de normaliser nostatsivec un gene de référence des protéines, en
hybridant la membrane avec 'anticorps anbu antif tubuline de souris (Biotechnology, Santa
Cruz, USA) dilué au 1:2000. Cependant compte-teesl \hriations selon les traitements ces
données n'ont pas pu étre utilisées. C’'est pourglles ont été répétees.

- La membrane est rincée puis hybridée pendaatheure a température ambiante avec des
anticorps polyclonaux IgG de chevre anti-lapin déam la peroxydase a 1:2000 (Sigma).

- La chemiluminescence spécifique du complexméoest détectée a I'aide du kit Immobilon
Millipore (Millipore corporation, USA).

- L’intensité des bandes est mesurée en nonmopaxels a I'aide du programme Scion Image,
et la densité de la bande correspondant a chagiiement est comparée a celle de la bande
contrdle (sans traitement) en établissant le rapmensité bande avec traitement / densité bande

sans traitement.

2-3 Extraction des ARN et RT-PCR

- Les ARN totaux des cellules ATC7-L sont extaelon le protocole du kit Nucleospin/RNA
protein fourni par Macherey-Nagel (Hoerdt, Franté&ptégrité des ARN est ensuite vérifiée par
électrophorese sur gel d’agarose a 1%.

- Un microgramme (ug) d’ARN total extrait estité avec la DNasel pour éliminer toute trace
d’ADN génomique. La transcription inverse effectugeec la M-MLV (Moloney murine
leukemia virus) reverse transcriptase (Invitrogest)amplifiée par la Taq polymerase (Eurobio,
Courtaboeuf, France). Les amorces spécifiquesséii sont détaillées dans le tableau 1 ci-

dessous.
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Genes Sequences (5>3")
MC3-R Sens
élongation 62°C, CCTGGTCCTCATCATCACCT
35cycles Antisens CCGCAGAGAATCTCCTTGAA
MC4-R Sens
élongation 60°C, TCTCTATGTCCACATGTTCCTG
35cycles Antisens GGGGCCCAGCAGACAACAAAG
AgRP Sens
élongation 55°C, CTCAAGAAGACAACTGCAGAC
38 cycles Antisens TGAAGAAGCGGCAGTAGCAC
GAPDH Sens
élongation 57°C, ATGGGTGTGAACCACGAAATA
38cycles Antisens TGTCATACCAGGAAATGAGCTTG

Tableau 1 : Amorces spécifiqguesgigenes amplifiés par RT-PCR

2-4 Dosages immunoenzymatiques
2-4-1 L'Agrp

Le dosage EIA de I'Agrp dans le milieu est effeciuiaide d’'un kit Agrgss-132-NH2 de souris
conformément au protocole fourni (Phoenix Europ GBmermany). L'anticorps secondaire
fixé sur la paroi des puits réagit avec le fragntemtie I'anticorps primaire dont le fragment Fab
réagit de maniere compétitive soit avec I'Agrp Inigiee, celle du standard ou bien celle
présente dans le milieu de culture. Le peptideirbitet réagit avec la streptavidine horseradish
peroxidase (SA-HRP) qui catalyse la transformationsubstrat. L’intensité de la coloration
jaune lue a 450nm est directement proportionnedell@ du peptide biotinylé mais inversement
proportionnelle a la quantité d’Agrp présente denstandard ou I'échantillon biologique. La
sensibilité permet de détecter une concentratio@, t2ng/ml. La précision intra et inter dosage
sont respectivement inférieures a 5% et 14%. Lastignhs croisées sont estimées a 100% avec
I’Agrp @3-132 humaine, de souris et avec la forme C de I'Agi@r; gontre, aucune réaction n’est
détectée avec l'orexine B, la leptineMSH, NPY ou GLP-1 et GLP-2 (glucagon-like peptide)

Chaque condition est dosée en triple (3 puits padition) sur 4 expériences indépendantes.
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2-4-2 La corticostérone

Le dosage de la corticostérone est effectué skdoprotocole fourni avec le kit (Neogen
corporation Absys SA, France). L’anticorps antitmmstérone fixé dans chaque puits réagit par
compétition avec I'enzyme conjuguée (corticostertwoeseradish peroxydase), ou I'hormone
standard ou celle de I'échantillon extraite a RKététher. L'interaction du substrat ajouté
(tétraméthyl benzidine (TMB) +iD,) avec I'enzyme conjuguée donne une coloration dont
'absorbance mesurée a 650nm est inversement piapoelle a la quantité de corticostérone.
L’anticorps spécifigue de la corticostérone (100%) des réactions croisées avec la

désoxycorticostérone (38%), la 610H-corticostéroti@%4), la progestérone (5,1%), le cortisol
(1,1%). La limite de sensibilité est de 0,05 ng/ mi

An marouk
n- &£ n/= n /=
N> BF conacell (2 _ tevage Il °2 _ révélation o
KO8 TN RS o [XOE o rodr
< ®e <=e \ =< 7 97
= @ L@t Yy <ot /7
Ac fiek Ag @ margueur lié - = SASMTEL =
limitant S5 _ s Ll o

lecture absorbance a 650nm

Substrat chromogene tetramethylbenzidine (TMB)+ hydrogene peroxyded,)
Ag margué (corticosterone enzyme conjuguate) : corticostetmrseradish peroxidase

Figure 4 :Schéma simplifié du principe du dosage immunoenzigmatde la corticostérone
(ELISA compétition)
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1- MATERIEL ANIMAL

1-1 Provenance et caractéristiques des animaux

Les expérimentations sont effectuées sur le lapimestiqueOryctolagus cuniculusle race
locale. Le nombre de lapins males adultes utilie&s respectivement de 59 pour les
expérimentations avec le cortrosyn et la dexamétiead._es animaux dont le poids est compris
entre 2,6 et 3,5 kg sont achetés a l'institut tegm des élevages (ITELV, Baba Ali). Sur cet
effectif de départ, et considérant le nombre pefi@gents analysés nous nous sommes limités au

nombre de 36 lapins pour exprimer et interprétarnésultats.

Figure 1 : Lapiexpérimental : Oryctolagus cuniculus

1-2 Conditions d’élevage
Placés dans I'animalerie de 'USTHB, les lapinsts@#parés en 3 groupes dans des salles de 12
m? de surface, pesés puis soumis a une période dzitepd’une dizaine de jours dans des
conditions similaires.
En fonction des expérimentations les lots témoingraités sont constitués en tenant compte du
poids corporel et regroupés dans des salles dé dersurface. Les variations de température et
d’humidité ambiante sont relevées a l'aide d’urertho-hygrographe. Les limites enregistrées
pendant la période novembre-février sont respauiarg 10-15°C et 65-75%. Les animaux sont
nourris ad libitum avec une consommation d’eau libre. L'aliment staddONAB, EIl Kseur,
Béjaia) est composé de: son (22%), orge (20%), r(kb%o), tourteaux-soja (7%), calcium
(1,5%), complexe multivitaminé (1%), phophate Hicarate (0,5%), cellulose (13%) et des
protéines (16%).

2- METHODES
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2-1 Administration des substances
2-1-1 le cortrosyn

Le cortrosyn dépdt ou I'hexaacétate de tétracadaatorrespond a de 'ACTH4 synthétique
conditionnée en solution de 1mg/ml ou 0,5 mg/ml. 8ose pharmacologigue 1mg de
tétracosactide correspond a 10Ul d’ACTH. Le prergieupe de lapins (groupe cortrosyn, n=21)
recoit une seule dose de 10ug de cortrosyn parekgotds corporel administrée par la veine
latérale de l'oreille, en accord avec des dosdsségs dans des travaux antérieurs (Pietel
al.,1984; Faulborret al.1979),

Amphastar
Pharmg:euticals, Inc. > What is Cortrasyn®

Reliable Diagnosis.s » Benefits of Cortrosyn®

Adrenocortical Insufficiency

» Cortrosyn® Protfessional
Prescribing Information

Cortrosyn® Injection
¢ crion)

2-1-2 Le sérum physiologique (NaCl 0,9%)
Le second groupe de lapins (groupe témoin,n=21)itrem volume approprié de NaCl 0,9%,

équivalent a celui injecté au groupe cortrosynipaeine latérale de I'oreille.

2-1-3 La dexaméthasone
Chaque lapin du troisieme groupe (groupe dexa, nedf7injecté par la veine latérale de I'oreille
avec une dose unique de 100ug de dexaméthasonghpt®sodique (Unidex a 4mg/ml). Cette
dose a été choisie par référence a des travauseameffectués sur le lapin (Stoketsal,2002;

UNIDEX® : 4 mg

Dexameéthasone Phosphate Sodique

Figure 2 : Structure chimique de la dexaméthasonet molécule injectée
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2-1-4 Prélévements des échantillons biologiques
Les lapins sont sacrifiés par saignement toute20esinutes pendant 100mn entre 10h et 12h de
la matinée. Le sang est prélevé et le plasma esré&éar centrifugation puis congelé a -20°C.
Les surrénales et les testicules sont disséquiéessdu tissu adipeux puis pesés et conservés a -
20°C. Au moment du broyage, les testicules et lesépales sont découpés, dilués dans un
volume d’eau bidistillée (entre 0,5 et 1ml) puisy#s. Le surnageant du broyat est aliquoté et
conserveé a -20°C.

surrénale\s

testicules]

dissection, prélevement,

pesée

4.6_ t!royage

homogénat
tissulaire

4

, Aliots

|

congélation-20°C

Dosages RIA des hormones

W

ACTH l \ Gonadotrophines Let FSH

(plasma) Cortisol testostérone (plasma)

(plasma, surrénale) (plasmsurrénale, testicule)
Figure 3 : Prélévement des échantillons biologiquesir les lapins expérimentés

(sang, testicules etsmnales)
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2-2 Dosages hormonaux
2-2-1 le cortisol
Le cortisol sont dosés directement dans le plastnb@ broyat surrénalien a I'aide d’un kit RIA

(Immunotech, France), utilisant un anticorps moowal anti-cortisol spécifique. Des réactions
croisées tres basses sont notées avec l'aldostétaneorticostérone, la cortisone, le 11-
désoxycortisol et la progestérone ou vis-a-vis dest@nces pharmacologiques telles que la
prédnisolone, la prédnisone ou la spironolactones Iprécisions intra et inter-essai sont
respectivement de 5,89 % et 9,2%. L'exactitudead&ethnique s’échelonne entre 85 et 113%,

avec une sensibilité comprise entre 10 a 2000nM

2-2-2 La testostérone
La concentration de testostérone dans le plasntapigat surrénalien ou testiculaire du lapin est
évaluée par un dosage RIA direst a I'aide d’ur(lkiimunotech, France). Les échantillons a doser
et les points de la gamme étalon sont incubés demsubes recouverts d’anticorps en présence
de testostérone marquée a l'iode 125. Une competifietablit entre 'hormone de I'échantillon
ou celle de la gamme étalon avec I'hormone tracadioactive pour se fixer sur I'anticorps anti-
testostérone Ce dernier hautement spécifique tiestastérone montre des réactions trés faibles
avec la DHT et I'androsténedione. La précisionargt inter-essai sont respectivement de 14,8 %
et 10% alors que I'exactitude est comprise entreet9117%. La méthode est sensible jusqu’a
0,025 ng/mi

2-2-3 L’ACTH
L’ACTH endogene plasmatique est dosée par la tgcaenradioimmunologique basée sur la
méthode sandwich a l'aide d’un kit IRMA (Immunotedfrance) apres une étape d’acylation et
deux incubations d’'une heure et deux heures, régpeent avec I'anticorps anti-ACTH puis
avec I’'hormone traceur marquée a l'iode 125. L@orps monoclonal utilisé est de haute affinité
contre 'ACTH humaine acylée. Cet anticorps estthiaent spécifigue de I'ACTH. Les
interférences avec des molécules apparentées (A& lHL0,18-39,11-24;MSH et POMC)
sont trés faibles.(La notice d’utilisation ne mentie aucune valeur sur ces interférences ou
réaations croisées). La précision de la techniqumnel des coefficients de variation intra et inter-
essai respectivement inférieurs ou égaux a 9,1686.9 'exactitude estimée avec des échantillons
acylés dilués ou concentrés donne des pourcentegesupération compris entre 99 et 113%. La

sensibilité permet de détecter une concentratioh 2@g/ml .
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2-2-4 LH et FSH
Le dosage radioimmunologique des deux gonadotneghians le plasma est direct a I'aide d’'un
kit IRMA (Immunotech,France) et de type «sandwichtilise des anticorps monoclonaux de
souris dirigés contre deux épitopes de la molédaleH et réagissant sans compétition. Dans les
tubes recouverts d’'un premier anticorps monocldeal¢chantillons plasmatiques et les points de
la gamme étalon sont incubés en présence d’'un dectditorps monoclonal marqué a l'iode 125.
L’anticorps est hautement spécifique pour la LH seiris (mLH)et réagit faiblement avec
certaines hormones humaines telles que hTSH, hE&SIE6.
Les coefficients de variations intra et inter-essait respectivement inférieurs ou égaux a 6,7 et
3,7%. L'exactitude est estimée a 83-113%, et laibdité du dosage permet de détecter des
concentrations de 'ordre de 0,2UI/L.
Pour la FSH, le principe de la RIA sandwich estsawgppliqué, en utilisant des anticorps
monoclonaux de souris ainsi qu’un anticorps sedoadanarqué a liode 125. L’anticorps
monoclonal spécifique de FSH des souris (MFSH) opetra pas d’interférence notable pour
hLH, hFSH et HCG. La précision intra et inter-esstide 2,6 et 6,3%, et I'exactitude estimée par
la droite de régression Y= 1,04 X + 0,24 avec ueffadent de corrélation de 0,98. (Y=
concentration théorique et X = concentration obigyvLa sensibilité de la méthode permet de

détecter jusqu’a 0,2UI/L.

3- calculs statistiques
Les résultats sont exprimés par la moyenne deseotmations mesurées + sem, et la différence
entre les moyennes est évaluée par le test t ddei8tulLa différence est considérée

statistiguement significative a partir d'une valde probabilitép< 0,05.
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Publication n°1

Titre: Role of Agouti-related protein in adrenal geroidogenesis, (2007)
Molecular and Cellular Endocrinology 265-266: 10821
Mabrouka Doghman, Yacine Soltani, Valentine Rebuffetnielle Naville and Martine Bégeot

Résumé

La glande surrénale est le second tissu ou s’expdm facon importante les ARN codant
I’Agouti-related protein aprés I'hypothalamus ca gauléve la question de son rdle dans la
stéroidogenese surrénalienne. Nous avons démoinsé caie d’autres auteurs la présence
d’'une population de récepteurs MC4-R couplés pasiient a la stéroidogenése dans les
cellules surrénaliennes. De plus, nous avons miguittence que I'Agrp inhibe la réponse
stéroidogene de ces cellules a une stimulationea@u a long terme avec NDIASH, a
travers ses effets antagonistes envers MC4-R. dapgren dépit du fait que I'’Agrp n’exerce
pas une action antagoniste vis-a-vis de MC2-R ehodifie pas la réponse stéroidogénique en
réponse a une stimulation aigue par I'ACTH, ellereg un effet biphasique puissant sur la
réponse a long terme a I'ACTH via un mécanismerradtef indéfini. Etant donné que les
cellules surrénaliennes sécrétent une quantité riaupe d'Agrp, cette protéine doit

probablement avoir un role de contréle paracrirtefaine sur la stéroidogénése surrénalienne.
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Publication n°2 (Journal of Endocrinological Investigation, adgeple 29 avril 2008)

Hormonal regulation of the mouse adrenal melanocoimergic system (2008)

Y.Soltani, M.Doghman, J.Gout, V.Rebuffet, M.Vigier F.Hadj Bekkouche, D.Naville and M.
Begeot

Résumeé

Il a été rapporté que les cellules corticosurrémales de plusieurs espéces expriment a la fois
des récepteurs MC4-R et I’Agouti related proteigggrant I'existence d’'un contrdle paracrine
de ce dernier sur la stéroidogenese. Nous avorisi chatiliser une lignée tumorale murine de
cellules surrénaliennes ATC7-L qui présentent |éngitype complet de cellules fasciculo-
réticulées en augmentant leur production de basmdiostérone en réponse a ’ACTH pour
étudier la régulation de I'expression de ces compies. Nous avons tout d’abord montré que
ces cellules expriment des récepteurs MC4-R fonoets de méme que I'Agrp qu’elles
sécretent dans le milieu de culture. Par la sultegsravons montré que certains traitements
hormonaux modifient la population des récepteursra@lanocortines de ces cellules ainsi que
la sécrétion d’Agrp. Ces résultats sont en acceed aertaines données que nous avons obtenu
in vivodans les glandes surrénales chez la souris revishse par I'administration d’'un régime
enrichi en lipides.

De ce travail nous pouvons tirer plusieurs conolsi L'expression de MC4-R et de I'’Agrp est
une caractéristique générale des cellules corticésaliennes permettant de spéculer sur un
réle compensatoire de cette voie alternative endeadéficit de la voie classique impliquant
'ACTH se liant aux récepteurs MC2-R. Nous montrégslement que la production d’Agrp
ainsi que l'expression des MCRs surrénaliens p@mntaétre modulées par des hormones
impliquées directement dans le contrble de la pakementaire. L’ensemble des résultats
permet de suggérer I'existence d’interactions eatfenction surrénalienne sous le contréle du
systeme mélanocortinergique et I'état métaboligli@tant que les glucocorticoides exercent
un role permissif au niveau central en favorisanprise alimentaire et ainsi le développement

de I'obésité.
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Résultats

1- Expression des ARNm récepteurs MC3-R et MC4-R des la lignée cellulaire ATC7-L

Nous montrons qu’en plus de TARNm qui code pour MR, les cellules ATC7-L expriment
TARNmM codant pour MC4-R mais pas celui de MC3-Rjiffe 1A). L’analyse par RT-PCR
montre sur le tissu hypothalamique de souris gprime les deux récepteurs, 2 bandes de 149
et 165 paires de bases (pb) correspondant regpeeint aux ARNm du MC4-R et MC3-R.

Sur la lignée ATC7-L, seule la bande correspondaritiC4-R est exprimée.

L’analyse par Western blot confirme la présencepmeines MC2-R et MC4-R mais n’a pas
pu détecter les protéines MC3-R dans ces celldigar¢1B). Comme cela est indiqué, les
principales bandes sont observées a 43 kDa pour-RI@2 55 kDa pour MC4-R et qui
correspondent probablement a la forme glycocyléeederécepteurs. De plus, un traitement de
6 heures de ces cellules avec NoMSH (10’M) augmente la décharge de corticostérone de
2,7fois (85,0+3,5 ng/T&ellules) dans le milieu de culture, comparée aikiles non stimulées
(31,5+1,2 ng/1B cellules) ; méme si cette production est plusléaiue sous une stimulation
par 'ACTH & 10°M (810,7 + 10,4 ng/10cellules), cela prouve néanmoins que le récepteur

MC4-R est couplé de maniére positive avec la &tégenese surrénalienne.

2- Expression de 'ARNm codant I’Agrp dans la ligné ATC7-L

L’analyse par RT-PCR démontre que les cellules ATGS&xpriment aussi ’TARNm codant

pour I'Agrp avec deux bandes distinctes de 72@6t@ (figure 1A).

Les cellules ATC7-L sécrétent aussi I’Agrp dansnliéieu de culture, et comme il est montré
dans le tableau 2, en absence de traitement ouirdalation hormonale, la concentration
d’Agrp évaluée dans le milieu de culture par dogaideest de 0,40 + 0.10 nM par 4€ellules.
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Figure 1: Expression des ARNm des récepteurs M@BMRC4-R et de I'’Agrp dans la
lignée surrénalienne ATC7-L.

A: RT-PCR pour les produits de MC4-R (149pb), MR 8165pb) et de I'’Agrp (326 et

700pb) 1 : ARNm des ATC7-L, 2 : ARNm d’hypothalandessouris ( controle positif)

Pour I’Agrp 2 bandes sont observées : la bandeiéuiie correspond a la taille décrite, et

la bande supérieure est observée de facon majansdal glande surrénale de souris et ne

correspond pas a I’ADN génomique, car '’ARN totstl gaité par la DNAse avant la RT.

Cette observation est relevée aussi dans pludissts de souris (Shuttet al. 1997).

B : Analyse Western blot pour MC2-R, MC4-R, et MR3i#ans les cellules ATC7-L.
C + correspond respectivement a I'expression stidsdeclones MC2-R (Naville et al.,1997),
MC4-R ou MC3-R (Rached et al., 2003)

96



Résultats-Partie |

3- Régulation de I'expression du récepteur MC2-R das la lignée ATC7-L

Les figures 2A et B montrent une diminution de 28@oniveau de la protéine MC2-R aprés
un traitement des cellules ATC7-L pendant 24 heaves de la leptine (1D1). Au contraire,
aucune modification significative n’est observéeéapun traitement a l'insuline (IM), la
dexaméthasone (™), I'Agrp (10'M) ou la forskoline (18M) qui active directement
'adénylate cyclase. On note que le traitementACTH induit une légére diminution non

significative du niveau de la protéine MC2-R.
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Figure 2 : Effets des traitements des cellule€AT avec les hormones: insuline (1),
leptine (10'M), dexamethasone (81), ACTH (10®M), ou avec la forskoline (1) et

I'’Agrp (10'M) sur le niveau de la protéine MC2-R mesuré pastatn blot.

A : niveau de protéine exprimé en valeur relatige napport au contréle (cellules non traitées)
et représente la moyenne + ESM de 4 expériencépamiiantes.

B : Représentation de I'expérience: 1: contrélenguline, 3: leptine, 4: dexaméthasone,

5: Agrp, 6: ACTH, 7: forskoline (*: p< 0,05 parmyaort au contrble)
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4- Régulation de I'expression du récepteur MC4-R das la lignée ATC7-L

Les variations de I'ARNmM codant pour MC4-R et deplatéine sont étudiées aprés un
traitement de 24 heures avec des hormones intarveaas 'activation de la stéroidogénese,
telles que I'ACTH (18M), NDP-«MSH (10%M) et la forskoline (19M).

L’analyse par Western blot montre une diminuti@ngicative de la protéine MC4-R avec le
traitement au NDRMSH (35%), ou a la forskoline (55%) (Figures 3AB3t mais aucun effet

n’est observé avec 'ACTH.
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Figure 3: Effet des traitements des cellules ATCavec ACTH (16M), NDP-aMSH

(10®M) et forskoline (10M), sur le niveau de protéine MC4-R mesuré par Atasblot.

A: niveau de protéine exprimé en valeur relativerpgport au contréle (cellules non traitées)
et représente la moyenne + ESM de 4 expériencépamtiantes

B: Repésentation de I'expérience : 1:contr6léd@TH, 3: NDPeaMSH, 4: forskoline.

(*: p< 0,05 par rapport au contrdle)
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Nous avons aussi étudié les effets des traitemsmtsles cellules ATC7-L avec des
hormones impliquées dans la prise alimentairestajige I'insuline (18M), la leptine (10
M) et la dexaméthasone (1). ainsi que par le peptide orexigéne Agrp (). Nous
n'observons pas d’effet sur le niveau de MC4-R diesuline ou la leptine. Par contre le
niveau de la protéine MC4-R est significativementidué (33%) par I'Agrp. Le traitement
a la dexaméthasone induit aussi une diminutionifigtive moins intense (de l'ordre de

20%) (Figures 4A et B).
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Figure 4: Effets des traitements des cellules ATGKec les hormones: insuline (1),
leptine (10'M), la dexaméthasone (¥®1) et avec le peptide orexigéne Agrp (M), sur

le niveau de la protéine MC4-R mesuré par Westktn b

A : niveau de protéine (moyenne + sem) expriméaaur relative par rapport aux contréles
(cellules non traitées)

B : représentation de I'expérience: 1: contrélan8uline; 3: leptine, 4:dexaméthasone ;

5: Agrp (*: p< 0,05 par rapport au contrple
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5- Régulation hormonale de la sécrétion d’Agrp danta lignée cellulaire ATC7-L

Comme il est montré dans le tableau 2, un tratérhormonal de 24 h des cellules ATC7-L
avec linsuline (10M), la leptine (10M) ou la dexaméthasone (i) induit une
augmentation de la sécrétion d’Agrp. Le dosage &kgrp dans le milieu de culture montre
des concentrations multipliées par 7,5, 12,5 eB Xais respectivement pour l'insuline, la

leptine et la dexaméthasone comparées a cellestiakes non traitées (controle).

Tableau 2: Effets des traitements hormonaux sur laécrétion d’Agrp

par la lignée surrénalienne ATC7-L

Traitement Agrp (NM)/10° cellules | facteur d’augmentation
Controle 0,4+0,1 -

Insuline 3,0£0,5 7,5

Leptine 50+£04 12,5
Dexaméthasone 45+0,3 11,3
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6- Expression de MC2-R dans la glande surrénale dmuris DIO
L’analyse par Western blot montre une diminutiggnsicative (28%) du niveau des protéines
MC2-R dans les surrénales prélevées sur des soousies pendant 16 semaines avec un

régime riche en lipides (DIO), comparé a des saworgroles de méme age (figure 5A et B).
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Figure 5: A et B Mesure par Western blot du aivee la protéine MC2-R dans les glandes
surrénales prélevées sur des souris controles@t I niveau de protéine chez les souris DIO
est exprimé en valeur relative par rapport auxisaontrdle par la moyenne + sem pour 3

souris (*: p< 0,05 par rapport au contréle)
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7- Expression de MC4-R dans la glande surrénale dmuris DIO
Le niveau des protéines MC4-R est fortement dimi(@88%) dans les surrénales de souris
DIO comparées aux souris contrble (figure 6A etBais comme dans les cellules ATC7-L

nous n’avons pu détecter aucune expression pret€igUMC3-R dans les surrénales prélevées

sur les souris contrbles ou DIO.
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Figure 6 : A et B Mesure par Western blot du aivee la protéine MC4-R dans les glandes
surrénales prélevées sur des souris controleswnises au régime DIO pendant 16 semaines.
Le niveau de protéine chez les souris DIO est exen valeur relative par rapport aux
souris contrble par la moyenne £ sem pour 3 souris

(*: p< 0,05 par rapport au contrdle)
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8- Expression de 'ARNm codant pour I'Agrp dans lasurrénale des souris DIO
Comme le montre la RT-PCR, le niveau d’ARNmM cogaour I'Agrp est significativement

augmenté (38%) chez les souris DIO par rapportsauxis contréles (figure 7).
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Figure7: Evaluation par analyse RT-PCR du nivéayptession de 'TARNm codant I'’Agrp par
rapport a celui de la GAPDH dans les glandes saleémrélevées sur des souris controles ou

soumises au réegime DIO pendant 16 semaines. Lekatsssont exprimés en moyenne = sem
pour 3 souris
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Publication n°3soumise a la revue Domestic Animal Endocrinolag$% mars 2008

Adrenal cortex regulation and influence on the gondotrope axis in the male rabbit
Y Soltani, F Hadj Bekkouche

Résume :
Le but de cette étude est d’étudier la régulatieradfonction corticosurrénale a travers les
variations cinétiques du cortisol dans le plasmia gtande surrénale ainsi que I'ACTH chez
le lapin méle en réponse au cortrosyn (AGEW (10pg/kg) ou a la dexaméthasone 100
pg/animal. Ces variations sont corrélées aveesdlhormones de I'axe gonadique LH, FSH
et testostérone Les hormones sont dosées par Ridngiarées a celles du lot témoin (NaCl
0,9%) Nous montrons que le cortrosyn diminue I'AC&t augmente le cortisol dans le
plasma apres 20mn alors que la dexaméthasoneusait éhuter I’ACTH et le cortisol dans le
plasma mais augmente significativement le cortidahs la surrénale aprés 80mn. La
testostérone dans le plasma et le testicule augnuentacon concomitante dés 20mn avec le
cortrosyn, mais diminue significativement dans lerénale, alors que la dexaméthasone
diminue la testostérone plasmatigue mais ne mogfis les contenus testiculaire et
surrénalien. La LH et la FSH sont augmentées résperent 20 et 80mn apres
'administration du cortrosyn, tandis que la dextraéone cause une chute simultanée des
deux hormones. A partir de ces résultats, il senpiele probable que le cortrosyn agisse
directement sur le testicule, mais il pourrait agi2 niveaux, pour stimuler la sécrétion du
cortisol et de la testostérone par la glande saheéiinsi que la sécrétion des gonadotrophines
par 'hypophyse. Le cortisol circulant régule ausssécrétion de 'ACTH endogéne par un
rétrocontrdle sur I'hypothalamus ou sur I'hypophyBe méme, la dexaméthasone qui ne
montre pas d’effet notable sur la stéroidogénéstetsaire, inhibe de maniére caractéristique
les gonadotrophines chez le lapin.
Il est aussi probable que l'interaction de la suaité avec le testicule intervient via les
récepteurs aux glucocorticoides et/ou aux mélatinoes au niveau du testicule,
particulierement les récepteurs MC2-R a I'ACTH, MC4-R qui intervient dans le
fonctionnement érectile. De ce fait une investmyatde I'expression de ces récepteurs est
nécessaire afin d’apporter une interprétation estiag aux mécanismes de régulation de

I'activité corticosurrénalienne liée a la fonctimsticulaire.
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Publication n°3soumise a la revue Domestic Animal Endocrinolag$% mars 2008

Adrenal cortex regulation and influence on the gondotrope axis in the male rabbit
Y Soltani, F Hadj Bekkouche

Résumé :
Le but de cette étude est d’étudier la régulatieradfonction corticosurrénale a travers les
variations cinétiques du cortisol dans le plasmia glande surrénale ainsi que I'’ACTH chez
le lapin méle en réponse au cortrosyn (AGEN (10ug/kg) ou a la dexaméthasone 100
pg/animal. Ces variations sont corrélées aveeselhormones de I'axe gonadique LH, FSH
et testostérone Les hormones sont dosées par Ridngtarées a celles du lot témoin (NaCl
0,9%) Nous montrons que le cortrosyn diminue I'AC®&t augmente le cortisol dans le
plasma aprés 20mn alors que la dexaméthasonaussit eghuter 'ACTH et le cortisol dans le
plasma mais augmente significativement le cortidahs la surrénale aprés 80mn. La
testostérone dans le plasma et le testicule augndentacon concomitante dés 20mn avec le
cortrosyn, mais diminue significativement dans laré&nale, alors que la dexaméthasone
diminue la testostérone plasmatique mais ne mogiis les contenus testiculaire et
surrénalien. La LH et la FSH sont augmentées réispetent 20 et 80mn apres
'administration du cortrosyn, tandis que la deximaéone cause une chute simultanée des
deux hormones. A partir de ces résultats, il senpiele probable que le cortrosyn agisse
directement sur le testicule, mais il pourrait agi2 niveaux, pour stimuler la sécrétion du
cortisol et de la testostérone par la glande saleésinsi que la sécrétion des gonadotrophines
par 'hypophyse. Le cortisol circulant régule ausssécrétion de 'ACTH endogéne par un
rétrocontrdle sur I'hypothalamus ou sur I'hypophyBe méme, la dexaméthasone qui ne
montre pas d’effet notable sur la stéroidogénestectdaire, inhibe de maniere caractéristique
les gonadotrophines chez le lapin.
Il est aussi probable que linteraction de la sumté avec le testicule intervient via les
récepteurs aux glucocorticoides et/ou aux mélatines au niveau du testicule,
particulierement les récepteurs MC2-R a I'ACTH, MIC4-R qui intervient dans le
fonctionnement érectile. De ce fait une investmatde I'expression de ces récepteurs est
nécessaire afin d’apporter une interprétation estiael aux mécanismes de régulation de

I'activité corticosurrénalienne liée a la fonctitmsticulaire.
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Résultats

1 - Etude cinétique des effets du cortrosyn et da ldexaméthasone sur les taux d’ACTH
plasmatique

Comme le montre la figure 1, les taux d’ACTH plasm#e sont relativement constants chez
les animaux témoins avec une moyenne de 19,6x1/®@bplinjection du cortrosyn induit
rapidement des 20 mn une diminution significatieecds taux (-84%,p<0,01) par rapport aux
témoins. Cet effet du cortrosyn se maintient juagB0 mn aprés l'injection puis disparait
comme l'indiquent les résultats obtenus aprés 10@'mjection (Figure 1).

L’injection de dexaméthasone entraine également dingnution significative (58,6%,
p<0,01) des taux circulants d’ACTH 20 mn apresjéation (Figure 1). Cet effet persiste
pendant les premiéres 80 mn pour disparaitre colam@ntrent les valeurs mesurées apres

100 mn d‘injection.

Tableau 1 : Concentrations d’ACTH dans le plasma és lapins
témoins teités au cortrosyn ou a la dexaméthasone

(chaque moyeest calculée avec un effectif de 3 lapins)

ACTH plasmatique (pg/ml + esm)

Temps de 20mn 40mn 80mn 100mn MtSEM

prélévement

Témoin

+NaCl 0.9% 23,5+0,5 21,7+3,81 18,66+0,39 14,54+2,9 19,6+1,95

+ Cortrosyn
10ug/kg

+Dexaméthasone¢

5,53+0,87 | 5,01+0,099 7,57+0,38 12,4+3,08

. + + + +
100 ug/ammal 9,72+1,03 9,93+2,59 10,02+2,01 8,4+1,08

Test de Student| T-C<0,01 | T-C<0,05 | T-C<0,01 T-C=NS
Probabilit¢ p | T-D<001 | T-D=0,084 | T.D<005 | TD=NS
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Figure 1: Effet du cortrosyn (10ug/kg) et de la dexaméthasone
(100ug) sur I' ACTH plasmatique chezle lapinmale

2 : Etude cinétique des effets du cortrosyn et da ldexaméthasone sur les taux de cortisol
plasmatique

Comme le montre la figure 2, les taux de cortis@zcles témoins sont relativement constants
avec une moyenne de 202+57,6pg/ml. L’injectioncderosyn augmente de facon rapide et
tres significative (x 8) (+730%, p<0,01 ) le taux cbrtisol plasmatique dés 20 mn par rapport
aux témoins. Cet effet ne persiste pas car aucifféxethice significative par rapport aux
témoins n’est observée par la suite de 40 mn jastipO mn apres l'injection.

L’injection de dexaméthasone n’a pas d’effet sigaiif car le taux d’ACTH reste a un niveau
équivalent aux témoins. A partir de 80mn, on nate baisse significative (-65,4%, p<0,05) et

qui se maintient jusqu’a 100mn apres l'injectioig(fe 2).
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Tableau 2: Concentrations de cortisol dans le plasma des lagrtémoins

et traitési @ortrosyn ou a la dexaméthasone

(chagque moyenne est calculée avec un effectifldpiBs)

cortisol plasmatique (pginl

Cortisol plasmatique (pg/ml £ esm)
Temps de
prélevement 20mn 40mn 80mn 100mn MSEM
Témoin
+NaCl 0,9% 95,4420 116 +18,3 263+ 102 334+ 155 202457 4
+ Cortrosyn
10pg/kg 789,737 | 257+365 343 +139 259 + 62,6
+Dexaméthasone
100 pg/animal 167+42,7 124 + 34 91+ 6,6 66 12,3
Test de Student| T-C<0,01| T-C=NS T-C=NS T-C=NS
Probabilit¢ p | TP7NS | T-DNS | T-D=NS | TD<005
000 -
=)
800 A O cortréle(+NaCl 0,9%)
m cotrosyn(+ ACTH)
700 - & dexamethasone
' o3
600 - ™
S00
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Figure 2: Effet du cortrosyn (10ug/kg) et de 1a dexaméthasone

(100ug) sur le cortisol plasmatique
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3: Etude cinétique des effets du cortrosyn et de ldexaméthasone sur les taux de cortisol
dans la glande surrénale

Comme le montre la figure 3, les taux de cortismi@nalien chez les témoins ne varie pas de
maniere significative, avec moyenne estimée a &9819 ng/g de tissu. L'injection de
cortrosyn entraine une augmentation significativ@00%, p<0,01) du taux de cortisol
surrénalien 40 mn apres l'injection alors que e tast abaissé 20 min (-40%, p<0,05) apres
I'injection par rapport aux témoins. Aprés 40 mntaex se stabilise et reste équivalent a la
valeur des témoins.

L’injection de dexaméthasone entraine une augmentéies significative (+311%, p<0,01)
du taux de cortisol surrénalien seulement apresi8@’injection, qui retourne aprés100mn.a

une valeur équivalente a celle des témoins

Tableau 3 : Concentrations de cortisol dans la glarelsurrénale des lapins
témoins et injectés au cortrosyn ou a lexaméthasone

(chague moyenne est calculée avec un effecti ldpins)

Cortisol surrénalien (ng/g + esm)

Temps de
prélevement | 20MN 40mn 8omn 100mn | M+ SEM
Témoin
+NaCl 0.9% 6,41+0,58 10,25+0,91 6,81+ 1,16 4,52+ 0,86 6,9991,1)

+ Cortrosyn

+ + + +
10ug/kg 3,840,79 30,8+ 1,97 5,69+1,19 7,75+1,48

+Dexaméthasone

. 3,610,12 | 10,27+0,56 27,9843,7 5,64+ 0,34
100 pg/animal

Test de Student| T-C<0,05| T-C<0,01 T-C=NS T-C=NS
Probabilité p T-D< 0,05 T-D=NS T-D0< 0,01 T-D=NS
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Fiawe 3: Effef du catrosyn (10ugke) et de la dexanethasone
(100ug) sur le cortisol swurenalien chez le lapin nnle

4 : Etude cinétique des effets du cortrosyn et dealdexaméthasone sur les taux de
testostérone plasmatique

Avec une moyenne de 602 * 70pg/ml, la testostéme@emontre pas de fluctuations
significatives chez les témoins. Elle augmente d@iére trés significative (+ 338%,p<0,01),
20mn apres l'injection du cortrosyn avant de reteu a des valeurs proches des témoins,
pour augmenter significativement (+256%, p<0,05)ndeveau 100mn apres linjection du
cortrosyn.

L’injection de la dexaméthasone fait chuter ladst®rone de maniére significative (-70%,
p<0,05) aprés 20mn, qui revient se stabiliser effiran et 10mn a une valeur proche de celle

des témoins.(figure 4).
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testosierone phsmatigue (ng/ml)

Tableau 4 : Concentrations de testostérone danspéasma des lapins

(chague moyenne est calculée avec un effectifldpiBs)

témoins et injectés au cortrosyn oula dexaméthasone

{

Testostérone plasmatique (pg/ml £ esm)
Temps de 20mn 40mn 80mn 100mn MzSEN
prélevement
Témoin 468+ 65 630156 78847 522+ 22¢ 602+70,5
+NaCl 0,9%
+ Cortrosyn 2053+£169,5 1274 +231 1037+43p 1863+248
10upg/kg
+Dexaméthasong 138+ 46 464165 585188 5461145
100 pg/animal
Test de Student T-C<0,01 T-C=NS T-C=NS | T-C<0.05
Probabilité p T-D<0,05| T-D=NS T-D =NS T-D =NS
2500 -
O contréle+H aC10,9%)
W cortrosyn(+ACTH) | &%
B dex amethasone
2000 -
et
r ™\
1500
1000 —
200 A
i
0
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Figure 4: Effet du corrosyn( 10ugikcg) et de la dexaméthasone
{ 100ug) sur la testostérone plasmatique chez le lapin male

111



Résultats-Partie Il

5: Etude cinétique des effets du cortrosyn et dealdexaméthasone sur les taux de
testostérone testiculaire

Le testostérone est stable chez les témoins aveooyenne de 2,13+0,84ng/g de tissu..Elle
augmente tres significativement (+338%,p<0,01) 20puis 80mn (+766%,p<0,01) aprés
I'administration du cortrosyn.

L’injection de dexaméthasone diminue la testosi&rde maniére non significative apres
20mn, , mais l'augmente significativement aprés B{r826%; p<0,01), rejoint des taux de

méme niveau que ceux des témoins.

Tableau 5Concentrations de testostérone dans le testiculeesllapins
témoins et injest@u cortrosyn ou a la dexaméthasone

(chague moyenne est calculée avec un effectifldpiBs)

Testostérone testiculaire (ng/g + esm)

Temps de 20mn 40mn 80mn 100mn M+SEM
prélevement
Témoin 1,34 £0,22| 1,21+ 0,55 1,32+ 0,37 4,67+ 0,88 2,034
+NaCl 0,9%
+ Cortrosyn 5,84 +1,34 2,49 +0,1 11,4+0,38 4,1+ 0,88
10pg/kg

+Dexaméthasone 0,55+0,05 1,73+0,12 5,63+0,38 3,8+0,97
100 pg/animal

Test de Student| T-C<0,05| T-C=NS T-C< 0,01 T-C=NS
Probabilité p T-D=NS | T-D=NS | T-D<0,05| T-D=NS
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Figwre 5: Effet du cortrosyn (10ug'ke) et de la dexameéthasone
(100ug) sur la testostérone testiculawe chez le lapin

6 : Etude cinétique des effets du cortrosyl et deal dexaméthasone sur les taux de
testostérone surrénalienne

Les concentrations de testostérone ne sont paficijrement différentes chez les témoins et
enregistrent une moyenne de 2,22 + 0,56ng/g. EHagent fortement de 73% (p<0,01) 20mn
apres l'injection du cortrosyn, retournent aux uadebasales des témoins a 40mn, puis sont
multipliées par 3 (p<0,05) 100mn apres l'inject{@igure 6)

La figure 6 montre aussi que comparées aux témemgeneurs de testostérone ne sont pas
modifiées par la dexaméthasone durant les 40mrswjuent son injection, mais elles sont

remarquablement augmentées (p<0,05) 100 mn dmjestion.

113



Résultats-Partie Il

Tableau 6: Concentrations de testostérone dans la glande seémale des
lapins témoinsiejectés au cortrosyn ou a la dexaméthasone

(chaque moyenne est calculée avec un effectifldpiBs)

Testostérone surrénalienne (ng/g £ esm)
Temps de 20mn 40mn 80mn 100mn M+SEM
prélevement
Témoin 3,57+0,28) 2,72+0,58 1,21+0,83 1,41+0,88 2@B58
+NaCl 0,9%
+ Cortrosyn 0,957+0,17 2,37+0,4 2,4+01f 4,28+049
10upg/kg
+Dexaméthasone 2,57 +0,39| 3,38+0,6 2,39+0,09 3,75+0}37
100 pg/animal
Test de Student| T-C<0,01| T-C=NS | T-C<0,05| T-C<0,05
Probabilité p T-D=NS T-D=NS | T-D <0,05| T-D<0,01
ol ocontrélefr 21 0,9%)
W (+cotrosyn)
g 5 = (+dexamethasone) 2
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Fiawwe 6: Effet du cortrosynd 10ug’ke) et de la dexangthasone
(100ug) sur la testostérone surrémalienne chezle lapin
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7 . Etude cinétique des effets du cortrosyn et dexldexaméthasone sur les taux de LH
plasmatique

D’aprés la figure 7, on observe une stabilité dascentrations de LH chez les témoins, avec
une moyenne de 0,52+0,19mUl/ml.

Apres l'injection du cortrosyn la LH augmente tsignificativement (+2380%, p<0,01) au
bout de 20mn. Cette augmentation persiste jusqnan puis revient a des valeurs basales a
partir de 80mn. De maniére similaire,la dexaméthagamrovoque une élévation significative
de la LH au bout de 20mn ( 720%;p<0,01) mais ksuws restent significativement élevées

jusqu’a 80mn.(Figure 7)

Tableau 7 Concentrations de LH dans le plasma des lapins
témoins et icjés au cortrosyn ou a la dexaméthasone

(chague moyenne est calculée avec un effectifldpiBs)

LH plasmatique (mUIl/ml £ esm)

Temps de 20mn 40mn 80mn 100mn MzSEM
préléevement
Témoin 0,15+0,017 0,61+0,057 | 0,29+0,08 1,030,042
+NaCl 0,9%
+ Cortrosyn 3,72+0,045 2,8410,23 0,320,04 0,20%5
10pg/kg
+Dexaméthasone 1,22+0,044 1,2980,21 1,32+0,04 1,26+0,11

100 pg/animal

Test de Student | T-C<0,01 T-C<0,01 T-C<0,05 T-C<0,05
Probabilité p T-D<0.01 T-D<0,05 | T7-D<0,01 | T-D=NS
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Figure 7: Effet du cortrosyn (10ug/kg) et de la dexaméthasone
(100ug) sur la LH p lasmatique chez le lapm male

8 : Etude cinétique des effets du cortrosyn et deldexaméthasone sur les taux de FSH
plasmatique

La figure 8 montre de Iégeres fluctuations de |&ll€Bez les témoins avec une conecntration
moyenne de 29,6+ 6,85mUl/ml. Comme pour la LH;derosyn augmente fortement la FSH
a partir de 40mn (+206%; p<0,0,1) par rapport @mdins. Cette augmentation s’atténue et
devient non significative 80mn puis 100mn apragdction.

Par contre I'injection de dexaméthasone fait chrgpidement la FSH de maniére drastique
(-95,6%, p<0,01) des 20mn. Cet effondrement persstmontre des valeurs de FSH qui

stagnent au méme niveau bas jusqu’a 100mn.
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Tableau 8 : Concentrations de FSH dare plasma des lapins
témoins et injectéa cortrosyn ou a la dexaméthasone
(chague moyenne est calculée avec un effectifldpiBs)
FSH plasmatique (mUIl/ml £ esm)
Temps de 20mn 40mn 80mn 100mn M=SEM
prélévement
Témoin 33,9935,14 13,6710,13 | 469,28 25 + 117 | 29,6685
+NaCl 0,9%
+ Cortrosyn 42,43%0,17 41,89+1,07 | 63,8%1.83 47,9%0,32
10pg/kg
+Dexaméthasone 1,472 +0.04 1,45 0,048 1,40+ 0,098 1,48+ 6,0b
100 pg/animal
Test de Student | T-C< 0,057 T-C<0,01 | T-C=NS T-C<0,01
Probabilité p T-D< 0,01 T-D<001 | T-D<001 T-D<0,01
70 A
ocontréle#NaCl 0,9%)
m cotrosyni+ ACTH)
60 B (dexamet hasone)
£ %
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Figure 8: Effet du cortrosyn (10ug’kg) et de la dexaméthasone
(100ug) sur la FSH plasmatique chez le lapin male
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Discussion

Dans cette étude, nous avons utilisé la lignée talmode souris ATC7-L, qui décrit un
phénotype complet des cellules fasciculée et Hétgicar elles expriment ’TARNm de MC2R

et produisent la corticostérone apres une stinmapar 'ACTH comme il a été décrit
(Ragazzoret al.,2006). Nous avons confirmé par Western blot qgecedlules expriment les
protéines MC2-R et montré que la forme majeureespond a un poids moléculaire de 43
kDa, qui est plus élevé que celui défini par saueége en acide aminés. Ceci pourrait étre
expliqué par des modifications post-transcriptidiesedes protéines natives, dans la mesure
ou ces récepteurs possedent plusieurs sites pgente N-glycosylation ou de
phosphorylation par les protéines kinases (Moungbwl., 1992), et il est reconnu que ces
modifications pourraient augmenter la stabilité pitetéines telles que les récepteurs. Nous
avons aussi montré que le niveau des protéines RI@2t diminué mais de maniére non
significative par le traitement des cellules aQPH. Ces résultats ne sont pas en accord avec
ceux de travaux antérieurs sur des cellules sure@im@s bovines et humaines qui montrent
que le niveau d’ARNmM qui code pour MC2-R ainsi daenombre de sites de liaison a
'ACTH augmentent en réponse a un traitement clogumia 'ACTH (Lebrethoret al., 1994 ;
Penhoatet al., 1994). Ceci pourrait étre du a des différencespees , car comme il a été
rapporté sur des cellules tumorales surrénalienflesie souris, le traitement a 'ACTH
désensibilise la réponse de 'AMPc de ses proprespteurs (Baigt al.,2001). Nos résultats
montrent aussi que le traitement a la leptine caumgechute modérée mais significative du
niveau de la protéine MC2-R sans modification desaux d’ARNm, ce qui démontre que la
leptine affecterait plutt la stabilité de la piog Cette observation révele la présence de
récepteurs a la leptine fonctionnels sur ces ealuDe plus, elle constitue une donnée
intéressante dans la mesure ou des travaux am&Er@u montré que la leptine régule
négativement la stéroidogénése aussi bien dansmhetitions basales que sous une stimulation
par 'ACTH (Bornsteinet al. 1997, Pralonget al.1998; Doghmaret al.2005). Ceci pourrait
étre du a une diminution du niveau de MC2-R ingait la leptine étant donné que le nombre
de sites de liaisons a la surface de la celluledégt réduit dans les cellules controles chez
toutes les especes (Bégeotal.1984). Ces résultats obtenasvitro sur les cellules ATC7-L
sont corrélés avec les résultats obtenus sur wesdnales de souris DIO chez lesquelles le
niveau des protéines MC2-R est réduit comparé i dek souris contrdles, en tenant compte

gue la souris DIO affiche un taux élevé de lepfitessmatique consécutif a un développement
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excessif du tissu adipeux apres 8 semaines de eégaine en lipides (Moraest al.2003).
Ceci pourrait en partie expliquer la diminution niveau de MC2-R chez les souris obeses,
considérant que la surrénale reste sensible aidfacte la leptine chez ces souris,
contrairement a ce qui est observé au niveau deoird’on note une leptino-résistance
(Moareset al.,2003).

Nous n'avons pu détecter d’expression de MC3-Riduea dans les cellules ATC7-L que
dans les surrénales prélevées sur des souris lEmeDBDIO, contrairement aux travaux qui
ont mis en évidence I'expression de '’ARNm codamimpMC3-R aussi bien dans la lignée de
cellules tumorales surrénaliennes humaines H295#gl{anet al.2004), chez le rat (Dhillo

et al.2003) que chez le poulet (Takeuehial.1999),. La présence de ces récepteurs pourrait
dépendre de I'espece.

Cependant les cellules ATC7-L expriment le réecapttC4-R qui est couplé a la
stéroidogénese, comme cela a été montré par Baictiv de I'agoniste de-MSH . Ces
résultats prouvent que la présence de MC4-R famotib constitue la caractéristique des
cellules surrénaliennes quelle que soit leur oggiru que les récepteurs ou leurs ARNm ont
été déja détectés chez plusieurs espéces telldhgoame, le rat et le poulet (Doghmanal.,
2005; Dhilloet al., 2003; Takeuchet al.1999). Pour la premiére fois nous rapportons que
I'expression de MC4-R est négativement réguléelpdraitement des cellules avec NDP-
aMSH ou I'Agrp. Ceci est en accord avec les travalex Doghman el.,(2005) qui
démontrent qu’un traitement a long terme de cdlgl@rrénaliennes bovines isolées avec de
I’Agrp induit une forte inhibition de la productiotle cortisol stimulée par NDEMSH. Ce
résultat pourrait étre expliqué par une diminutienla concentration du récepteur MC4-R a la
surface cellulaire. De plus ces résultats sonetésravec ceux des surrénales prélevées sur les
souris DIO, qui montrent un effondrement des nixeda MC4-R comparés aux animaux
contrbles. En effet, il a été montré chez des sgbeses que le niveau @®ISH et d’Agrp
sont augmentés (Katsukt al., 2000; 2001), et cela pourrait expliquer les sffair MC4-R
observés chez les souris obeses.

A coté de I'expression de MC4-R, nous avons moagtre les cellules ATC7-L expriment et
sécrétent son antagoniste, 'Agrp comme il a é@poaé sur les cellules surrénaliennes
normales ou tumorales de la plupart des espéce&n@l et al. 2000; Dhillo et al.2003 ;
Doghmanet al. 2004). A partir de ces résultats, il devient éntdgue chez les mammiferes
I’Agrp est exprimé dans le cortex surrénalien dlyide dans la médulla (Ollmar al. 1997)

et ceci contrairement au poulet, ou I'immunoréatéide I'Agrp est détectée dans les cellules
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de la médulla (Mirabellat al.2004). De ce fait, nous avons montré pour la premfigis que

la sécrétion d’Agrp dans le milieu de culture egjraenté aprés un traitement des cellules a la
leptine, mais le taux de production en terme deceoimation reste au niveau d'une
nanomolaire. Par contre, aucun effet de la lepsine les cellules H295-R et les cellules
tumorales Y1 n’a été relevé sur le niveau d’ARNndar@t pour I'’Agrp (Charbonneaet al.,
2004).

La production d’Agrp par les cellules ATC7-L estsauaugmentée aprés un traitement a
I'insuline ou la dexaméthasone. Ces résultats sanplus corrélés par le fait que le taux
d’ARNm codant pour I'Agrp est augmenté dans lesénales de souris DIO en comparaison
avec les contrbles. Aussi nous pouvons suggéngpdtése que 'augmentation des niveaux
plasmatiques de leptine, d’insuline ou de cortiéasie chez les souris obéses comme décrit
précédemment (Moraest al.2003) pourrait agir localement pour augmenter lahdége
d’Agrp par la surrénale. Cela aurait pour conségeame diminution de MC4R comme il a

été observé dans les surrénales des souris DIO.
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Conclusion

A partir de nos résultats, nous concluons que rfesgion de MC4-R et de I'Agrp est la
caractéristique générale des cellules surrénalgeenié reste plausible de spéculer sur un
éventuel réle compensatoire de ce systeme mélaimmgique qui prendrait le relais dans la
production des glucocorticoides, notamment dacadeou la voie classique qui fait intervenir
MC2-R et I'ACTH soit déficiente. Nous montrons pda premiéere fois que la production
d’Agrp pourrait étre modulée par des hormones mfgrviennent de maniére primordiale dans
la prise alimentaire. En plus, nous avons rappgui la leptine et 'Agrp qui atteignent des
taux élevés dans I'obésité sont capables de régélgativement respectivement MC2-R et
MC4-R. Ceci suggere I'existence de mécanismes gelaton qui interagissent entre I'état
métabolique et la production de glucocorticoidas, exercent au niveau central un role

permissif favorisant le développement de I'obésité.
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Discussion

Nous montrons dans cette étude que l'administratienlOug/kg de cortrosyn ou 100ug de
dexaméthasone entraine chez le lapin méale une diiminsignificative synchrone et des 20mn
de 'ACTH plasmatique qui persiste jusqu’'a 80mneéaptinjection du cortrosyn ou de la
dexaméthasone, mais qui s’atténue completemens 4p@Bmn L’ACTH plasmatique qui croise
tres faiblement avec le cortrosyn (ACTH) dans le dosage RIA, diminue apres 20mn,
suggérant une stimulation directe de la glandeégate par le cortrosyn pour sécréter le cortisol,
mais aussi a travers la chute du cortisol surrénaiu méme moment, Cette hypercortisolémie
actionnerait un rétrocontréle négatif sur I'nypdéimaus ou sur I'hypophyse pour inhiber la
sécrétion de 'ACTH endogéne qui se traduit pactage prononcée dans le plasma aprés 20mn.
Apres 40mn, la synthes#e novoest reprise dans la surrénale, entretenue pagniiantation
concomittante de I'ACTH plasmatique qui stimule $groidogénése 80 et 100mn apres
I'injection du cortrosyn. Ce rétrocontrdle du cedii au niveau hypophysaire ou hypothalamique
a été aussi rapporté (Breen et Karsch, 2004; Kandl Kubajak,1987, Gore et al.,2006).
L’augmentation des glucocorticoides en réponseA&TH est confirmée par les travaux de
Faulborn et al.,1979) chez le lapin in vivo aves deses de 2,5, 5 et 10ug/kg de tétracosactide,
et in vitro avec 200ug d’ACTH.,4 et qui affecte I'expression de TARNmM codant powsd
enzymes stéroidogenes notamment la P450c21 eblcP4, alors que la P450scc, [&13SD et

la P450c11 ne sont pas modifiées (Kolanowski et385), Cet effet est aussi observé chez le
sanglier avec 1Ul/kg d’ACTH (Liptrap et Raeside,/29 chez le rat avec 50ug ou 100ug par
jour de synacthene dépdét pendant 10jours (Vreestua,1984); par contre chez le porc 'ACTH
diminue I'expression d’ARNmM de la P450c21 et la GelY, mais n'affecte pas celles de la
P450scc, la BHSD et la P450cl1l1 (Provencher et al.,1992). Cattgmentation est aussi
constatée chez les animaux sauvages tels que fl&a agueue blanche avec 10, 20 et 40Ul
d’ACTH (Smith et Bubenick,1990) et le rat du désBdammomys obesughez lequel
I'élévation saisonniere de I'ACTH plasmatique etpbghysaire en été est synchrone a la
stimulation de la synthése du cortisol (AmiraBetidieux.,1993). L’augmentation rapide de la
LH dés 20mn et celle plus tardive de la FSH a 8@mnéponse au cortrosyn laisse penser que le
cortrosyn stimule directement I'hypophyse antégeetr induit la secrétion des gonadotrophines.
Cet effet a été aussi mis en évidemceitro par I'action biphasique de 'ACTH sur les cellules

gonadotropes, en réponse a la GnRH (Fuquay et [JAl9&3),
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et sur des cellules hypophysaires ovines traitées & molécule entiere d’ACTHy et son
fragment ACTHsg.30a 5.10'M qui stimulent la sécrétion de LH en réponse Gri&H (10°M);

par contre le synacthéne a la méme dose diminwedeétion de LH (Matteri et al.,1984)
suggerant que I'ACTH s’exprime par un effet dirscr les gonadotrophines hypophysaires,
indépendant de la sécrétion des stéroides sure@sall’augmentation de testostérone dans le
plasma 20mn apres linjection du cortrosyn de man&ynchrone avec le cortisol et qui est
concomittante a sa diminution avec le cortisolsdlansurrénale, suggére que ces deux hormones
sont sécrétées conjointement par la décharge direlwalors que la dexaméthasone diminue le
taux de testostérone plasmatique mais ne sembli@fpgencer la synthese de testostérone par la
surrénale de facon significative 40mn aprés somctign. Parallelement, la testostérone
testiculaire qui s’éléve aussi dés 20mn coincidaet celle des taux plasmatique de LH, serait
la conséquence d'une stimulation de la stéroidaggenesticulaire par la LH qui atteint son
maximum 80mn apres l'injection du cortrosyn, mais sffet ne dure pas puisque la testostérone
qui reste élevée dans le plasma par rapport aurinéntauserait ensuite la chute de la LH a
80mn par un rétrocontréle négatif sur I'hypophyBar contre, la stagnation de la FSH 80mn
aprés l'injection du cortrosyn, montre qu’elle nemble pas directement impliquée dans la
stéroidogénese testiculaire. Une stimulation anedade la testostérone est observée aussi chez
le lapin in vitro avec 24,2ug/jour d’ACTkhs (Kolanowski et al.,1987), chez le rat.avec
0,2ug /ml I’ACTH, mais n’est pas modifiée en présede LH ou FSH (Vinson et al.,1976).
Pitzel et al.,(1984) avancent que 'ACTH peut stienwn type de cellules testiculaires autres
gue les cellules de Leydig pour sécréter un faaeunn messager, probablement un ACTH-like
peptide (Valenca et Negro-Vilar,1988) lui aussinstié par 'ACTH endogéne et qui induirait a
son tour la sécrétion de testostérone par lesleeltle Leydig. Cependant les données récentes
qui montrent la présence de récepteurs de 'ACTHC2R) spécifiques au niveau testiculaire
accordent un réle important a ces récepteurs auvs abw développement testiculaire chez le
foetus, (O’shaughnessy et al., 2003; Johnston,208I), et justifient un effet direct de TACTH
sur le testicule. Compte tenu des variations deCTHA et de la LH endogénes et celles du
cortisol surrénalien et plasmatique, il est pelbplide que le cortrosyn agisse directement sur le
testicule. Toutefois, seule une étude des variataxpression des récepteurs testiculaires a
'ACTH chez le lapin pourrait vérifier cette hyp@tke. Le récepteur aux mélanocortines de type
4 (MC4-R) qui est aussi impliqué dans le contr@dalfonction érectile pourrait aussi avoir un
réle additif dans cette régulation La baisse &&TH plasmatique aprés 20mn en réponse a la

dexaméthasone, suggére que sa sécrétion est ind@béee rétroaction négative analogue a

123



Discussion-patrtie Il

celle du cortisol, et s’Taccompagne d’'une chuteattisol surrénalien. Cela pourrait étre expliqué
par une modification dans la fonctionalité des péeers GR (Spiga et al.,2007); La nouvelle
augmentation du cortisol surrénalien apres 80mmitselue a une recrudescence de la
stéroidogénese consécutivement a une surréguldesnrécepteurs a I'ACTH, et par une
stimulation de la production 'AMPc (Darbeida et rand, 1988;1990), malgré les taux de
ACTH qui restent bas aprés 80 et 100mn. Une étudleente a aussi rapporté que le
méthylprédnisolone (MPL), un glucocorticoide de tegse diminue rapidement la sécrétion
basale de corticostérone chez le rat méle, etffadtréest pas empéché par un antagoniste aux
récepteurs GR, Org 34850; cependant leur blocag®©mp 34850 empéche l'inhibition de la
sécrétion de corticostérone 4 et 12 h apres I'ahnation de MPL, suggérant que les récepteurs
GR interviennent dans la modulation de l'actionildithice retardée mais pas 'action rapide de
MPL sur la sécrétion de corticostérone (Spiga.€2@08). La diminution de FSH en réponse a la
dexaméthasone qui est confirmée chez le rat (Galk, 006) pourrait étre due a une sensibilité
moindre au feed back positif consécutif au failalext plasmatique de testostérone, et confirme
ainsi que FSH intervient spécifiquement dans ldrétade la spermatogénése mais pas de fagon
directe dans la stéroidogénése testiculaire. lf'stimulateur de la dexaméthasone sur la LH est
aussi observe chez le singe (Hayashi et Moberg)19®dis pas chez le cobaye avec 2umole de
dexaméthasone plus 20Ul d’ACTH (Fenske,1997), etzcle rat avec 500 ou 2000ug de
dexaméthasone (Tohei et al.,1997). Avec de fortesesl de cortisol (100mg deux fois par
jour),la sensibilité hypophysaire a la GnRH estidinde ainsi que la testostéronémie (Sapolsky,
1985), suggérant que le site d’action primordia$ dgucocorticoides se situe au niveau de
I'hypothalamus (Hayashi et Moberg,1990). Les tatagnants de testostérone testiculaire 40mn
aprés son injection confirme que méme si la dexaaséne se lie aux récepteurs des cellules de
Leydig, elle n'a pas d’effet intrinseque sur largidogénese testiculaire (Fenske,1997). La
baisse de la testostérone plasmatique en répolasdexaméthasone, confimée in vitro chez le
rat, serait consécutive a la diminution du taux MPc ainsi qu'a lactivité de la b7
hydroxylase sans altérer I'activité de la 17-2G&@&ambino et Hsueh,1981;Welsh et al.,1982).
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Conclusion

Les variations cinétigues hormonales enregistréez ¢e lapin male en réponse au cortrosyn
plaideraient en faveur d’une action double du osstn, la premiere en stimulant la décharge du
cortisol et de la testostérone par la glande saleeensuite relayée par la sécrétion de 'ACTH
endogene qui stimulerait la stéroidogénese dates gleinde. Ce mécanisme mettrait en évidence
I'intervention de la glande surrénale dans la régoih du pool de la testostérone circulante. Par
ailleurs, le cortrosyn induirait la décharge desagiotrophines, et de fagon primordiale la LH
qui stimulerait la stéroidogénése testiculaire sga récepteurs sur les cellules de Leydig. Les
variations des niveaux de testostérone dans lalglanrrénale sont également contrélées par les
taux du cortisol et de 'ACTH circulants a travens rétrocontréle sur la sécrétion de 'ACTH
endogene. La dexaméthasone ne semble pas influécgtéroidogénése testiculaire, mais
montre par contre un effet spécifique chez le lapmrmugmentant la LH et en diminuant la FSH.

Il est aussi probable que l'interaction de la suaité avec le testicule intervient via les récepeur
aux glucocorticoides et /ou aux mélanocortines mean du testicule, particuliérement les
récepteurs MC2-R a ’'ACTH, et MC4-R qui intervief@ns le fonctionnement érectile. De ce fait
une investigation de I'expression de ces réceptasts nécessaire afin d’apporter une
interprétation exhaustive aux mécanismes de régnolale I'activité corticosurrénalienne liée a

la fonction testiculaire.
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Perspiges

Il est certain que «l'appétit» est ouvert (c'estchs de le dire) dans la perspective de
trouver un prolongement a ce travail, car il eséqfion de lien entre I'obésité et la
surexpression de la RHSD-I qui induit 'augmentation du taux de glucoomoides
actifs, en I'occurrence le cortisol ou la cortiégshe. Et a la lumiére des recherches tres
récentes qui sont axées sur I-HSD-I, il serait intéressant d’aborder une appeoch
thérapeutique par I'utilisation d’inhibiteurs detteeenzyme sur des animaux soumis a un
régime high fat en évaluant :

» Les variations d’expression de laptdHSDI dans le tissu adipeux avant et apres
I'administration d’'inhibiteurs aux animaux obésesmparés aux animaux contréles
non traités.

» Les variations d’expression de I'Agrp et du récaptél C4AR dans I'hypothalamus et
la surrénale dans les 2 lots d’animaux

» Les parametres endocriniens impliqués dans laaéguolde la prise alimentaire telles:
la leptine, 'Agrp, linsuline, les glucocorticoideactifs et inactifs. Ces parametres
seront dosés dans le sang, le tissu adipeux (pénmglien, péritesticulaire), et dans la
surrénale.

» Les répercussions sur le poids des animaux

Une étude comparée peut étre envisagée sur desesspemme le rat des sables

Psammomys obesus let souris C57BL/6J,

D’autre part, il serait intéressant d’enregistiar s animaux les répercussions sur la

fonction testiculaire, notamment les variationsxgtession des récepteurs MC2R et

MCA4R, et la sécrétion de testostérone.

Souhaitons que ce projet puissavieoles moyens d’étre concrétisé :
» D’une part, par le biais d’'un appui financier cansént dans le cadre de l'aide
apportée par I'Etat a la recherche nationale.

» Drautre part, qu'’il soit conforté par des projdescollaborations scientifiques..
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