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Résumé

La leptine est une hormone synthétisée principalement par les adipocytes, qui contréle le poids en
modulant la prise alimentaire et le métabolisme. Les effets métaboliques de la leptine sont médiés
par son interaction avec ses récepteurs (Ob-R) au niveau de I’hypothalamus. IL existe plusieurs
isoformes du récepteur de la leptine (Ob-Ra a ObRe). Toutefois, seule I’isoforme (Ob-Rb) ayant
une région cytoplasmique longue permet la transduction compléte des signaux intracellulaires. En
dehors des effets sur le métabolisme, la leptine est également considérée comme une cytokine,
qui présente des homologies de sequence avec la famille de I’interleukine-6. La production de
leptine augmente en réponse a des stimuli inflammatoires et cette cytokine peut moduler les
réponses immunitaires et inflammatoires. Des études chez I’animal ont montré que la défience en
leptine ou en son récepteur (forme longue) peut étre associée soit a une augmentation (injection
systémique de lipopolysaccharide chez la souris) ou a une diminution (encéphalomyélite
expérimentale chez la souris) de la sévérité de la maladie en fonction du modeéle utilisé. L’arthrite
induite par I’antigéne (AIA) est moins sévere chez les souris genétiquement déficientes en leptine
(ob/ob) et dans la forme longue de son récepteur (db/db). Toutefois, la réaction inflammatoire
lors de I’AIA dépend de la réeponse immune acquise (cellulaire et humorale), qui est déficiente
chez les souris ob/ob et db/db. Afin d’examiner le r6le de la leptine dans un modele d’arthrite
sans influence de la réponse immune acquise, nous avons utilisé le modele de I’arthrite induite
par le Zymosan A (ZIA) qui stimule essentiellement les réponses immunes innées (complément
et Toll-like receptors). Le Zymosan A a été injecté de maniére intraarticulaire dans le genou de
souris ob/ob ou non mutée (contrdles) apres anesthésie transitoire. Le genou controlatéral des
souris a été injecté avec une solution saline stérile et utilisé aussi comme contrdle. La réaction
articulaire inflammatoire aigué mesurée par incorporation de Technecium n’a pas mis en
évidence de différence a 6 heures et 24 heures apres injection intra-articulaire de Zymosan A. Par
contre, I’inflammation persistait a jour 3 chez les souris ob/ob alors les souris controles
montraient des signes de résolution. L’examen histologique montrait des dégats articulaires plus
séveres chez les souris ob/ob que chez les contrdles. La réponse inflammatoire systémique (taux
circulants d’interleukine-6 et de sérum amyloide A) était plus prononcée chez les souris ob/ob
que chez les souris contréles. Les expériences chez des souris db/db ont confirmé les résultats
obtenus chez les souris ob/ob. En conclusion, ces résultats montrent que la leptine module la

réponse inflammatoire au Zymosan A.



La leptine

La leptine est une hormone peptidique de 16 kDa dont la séquence est fortement conservée parmi
différentes espéces chez les mammiferes [1]. La structure de la leptine et de son récepteur est tres
proche de celle des cytokines de la famille de I’interleukine (IL)-6 et de leurs récepteurs. Le gene
codant pour la leptine est nommé ob. La leptine régule le poids corporel en diminuant I’appétit et
en augmentant les dépenses énergétiques [2]. Le récepteur de la leptine Ob-R, le produit du gene
db, est un membre de la famille des récepteurs de cytokines de classe I, qui inclut gp-130, le
récepteur des cytokines de la famille de I’lL-6 [3]. Par épissage alternatif, au moins 5 transcrits
différents sont produits a partir du gene db, nommés Ob-Ra a Ob-Re [4]. Les effets anorexigénes
de la leptine sont dépendants du récepteur Ob-Rb, dont la partie cytoplasmique est plus longue
que celle de toutes les autres isoformes [5].

Le récepteur Ob-Rb est retrouvé de maniére abondante au niveau de I’hypothalamus qui
est une région du cerveau jouant un réle important dans le contréle de I’appétit. Les souris
déficientes en leptine (ob/ob) ou en I’expression de la longue forme de son récepteur (db/db)
présentent un phénotype d’obésité sévere, se caractérisant par une augmentation de la prise
alimentaire et une diminution des dépenses énergétiques [6]. L’administration de leptine
recombinante aux souris ob/ob corrige le phénotype obése, mais n’a aucun effet chez les souris
db/db. L’injection de leptine a des souris normales diminue la prise alimentaire. L’absence de
réponse a I’administration de leptine est également observée chez des rats Zucker obéses, qui
présentent une mutation (fa) dans le géne codant pour le récepteur de la leptine [7]. Des cas
exceptionnels de déficit en leptine ou en son récepteur ont été décrits chez quelques patients

séverement obeéses [8, 9].

Effets pléiotropiques de la leptine

La leptine est produite de maniére prépondérante par les adipocytes. Toutefois, la
synthése de leptine a également été détectée au niveau de I’hypothalamus, de I’hypophyse [10],
du placenta [Senaris, 1997 #24], de I’estomac [11], du muscle [12], de I’épithélium de la glande
mammaire [13], des chondrocytes articulaires [14], et & un moindre degré dans d’autres tissus

[15]. Les taux circulants de leptine corrélent avec I’importance de la masse grasse et par



conséquent, les individus obéses présentent des taux sériques de leptine plus élevés que les sujets
minces [16]. Cette corrélation entre taux sériques de leptine et pourcentage de la masse grasse
suggere que pour la plupart, les patients obéses présentent une diminution de la sensibilité a la
leptine et non pas un défaut de production [16].

En plus de ses effets sur I’appétit et la consommation d’énergie, la leptine influence le
systeme endocrinien, la reproduction, I’agrégation plaquettaire, la formation osseuse, et la
réponse immune [17-20]. Les souris ob/ob et db/db ne sont par conséquent pas seulement obéses,
mais présentent également de nombreuses anomalies hormonales, une augmentation de la masse
osseuse, une infertilité, et des anomalies de I’hématopoiése et de la réponse immune [15, 17-19,
21-23]. Chez les patients, le déficit en leptine n’est pas seulement associé a une obésité morbide,

mais également a un hypogonadisme et a une susceptibilité accrue aux infections [9, 24].

Le role de la leptine dans la réponse immune et inflammatoire

Le rble de la leptine dans la modulation de la réponse immune et inflammatoire a été
récemment décrit dans de nombreuses études. Le fait que la production de leptine soit modifiée
dans des modeles d’infection et d’inflammation suggere que la production de cette hormone est
contr6lée par la cascade des cytokines impliquées dans la réponse immune [25, 26]. Comme
d’autres membres de la famille de I’'IL-6, la leptine peut activer des réponses cellulaires par la
stimulation de signaux de la voie Janus Kinase/Signal transducer and activator of transcription
(JAK/STAT) [3]. La leptine peut induire I’expression de suppressor-of-cytokine signaling
(SOCS)-3, qui inhibe les signaux intra-cellulaires de STAT [27]. La leptine peut également
stimuler deux autres voies de signalisation intra-cellulaire : phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)
et mitogen-activated protein kinase (MAPK) [28]. L’activation de ces différentes voies de
signalisation intra-cellulaires est caractéristique des effets des cytokines de la famille de I’'IL-6
[29]. La leptine peut influencer les réponses inflammatoires en modulant la production de
cytokines pro- ou anti-inflammatoires et en induisant des signaux inhibiteurs intra-cellulaires, tels
que SOCS-3 [30].

Des études in vitro ont permis de mettre en évidence I’expression de Ob-Rb a la surface
des lymphocytes T et B, et des macrophages. Des effets directs de la leptine ont été démontrés sur
ces différentes cellules in vitro [31-38]. De plus, les lymphocytes T activés produisent eux-

mémes de la leptine, ce qui peut entretenir une activation autocrine [39]. Cependant, il est



important de noter que les souris déficientes en leptine ou en son récepteur présentent également
des taux circulants élevés de corticostérone [40-42]. Etant donné que les glucocorticoides tels que
la corticostérone, peuvent moduler la réponse immune et inflammatoire, il est difficile de
distinguer les effets propres de la leptine des effets indirects dus a la présence d’un exces de
glucocorticoides [43, 44]. Par conséquent, les taux élevés de corticostérone pouvaient en partie
expliquer les modifications la réponse immune et inflammatoire chez les souris déficientes en
leptine. De maniere similaire, les concentrations de leptine correlent de maniére inverse avec
celles d’ACTH et de cortisol chez I’homme, qui est I’analogue humain de la corticostérone chez
I’animal [45].

Production de la leptine dans des modeéles d’inflammation et chez des patients avec maladies
inflammatoires

Plusieurs études ont montré que les taux circulants de leptine sont augmentés au cours de
processus infectieux et inflammatoires. L’expression du géne ob dans le tissu adipeux et les taux
circulants de leptine augmentent apres I’administration de stimuli pro-inflammatoires tels que
I’administration systémique de lipopolysaccharide (LPS) ou I’injection locale de térébenthine
chez les rongeurs [46, 47]. Le LPS peut stimuler in vitro la production de leptine par les cellules
mononucléées du sang périphérique isolées chez des primates et des sujets sains [48]. Le LPS
ainsi que ses médiateurs, le tumor necrosis factor (TNF)-a et I’IL-1, augmentent I’expression du
transcrit codant pour la leptine dans le tissu adipeux chez les rongeurs [46]. Dans les états
septiques chez les patients adultes, les concentrations plasmatiques de leptine augmentent en
comparaison avec des sujets sains [49-52]. Au contraire, d’autres études n’ont pas retrouvé
d’augmentation des taux circulants de leptine dans des état inflammatoires, incluant I’injection
expérimentale de LPS chez des sujets sains, I’infection par le virus de I’immunodéficience
acquise et lors de septicémie chez des nouveaux-nes [53-55]. De plus, certains ont retrouvé une
diminution des taux plasmatiques de leptine chez des patients tuberculeux [56]. L’injection
intraveineuse de staphylocoques dorés a des souris a également été suivie d’une diminution des

taux circulants de leptine [57].



L’effet de la leptine sur la réponse immune innée

Un roéle modulateur de la leptine a été proposé en raison de réponses inflammatoires exagérées
chez des souris déficientes en leptine [58]. Les souris ob/ob, de méme que des souris normales
maintenues a jeun présentent une susceptibilité accrue a I’injection de LPS. Cette augmentation
de mortalité peut étre corrigée par I’administration de leptine recombinante [59, 60]. De plus, les
souris ob/ob, db/db et les souris normales maintenues a jeun présentent une mortalité élevée suite
a I’administration de TNF-a. Ces effets sont également corrigés par I’administration de leptine
recombinante sauf chez les souris db/db [60, 61]. L effet protecteur de la leptine contre les effets
toxiques du TNF-o a également été confirmé par I’utilisation d’anticorps anti-leptine lors
d’administration de TNF-a. recombinant chez des souris normales [61]. Les rats deficients en
récepteur de la leptine (fa/fa) présentent aussi une susceptibilité accrue aux effets du LPS avec
développement d’une toxicité hépatique [62].

Comme cela a été démontré dans différents modeles expérimentaux utilisant des souris
transgéniques ou knock-out, la toxicité induite par le LPS peut étre expliquée par la
surproduction de cytokines inflammatoires qui n’est pas contre-balancée par un taux suffisant de
médiateurs anti-inflammatoires. Apres administration de LPS aux souris ob/ob, plusieurs auteurs
ont constaté des taux relativement bas de cytokines anti-inflammatoires tels que 1L-10 et IL-1Ra,
contrastant avec des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires, incluant IL-12, IL-18 et
interféron (IFN)-y [59, 62, 63]. Les effets protecteurs de la leptine dans un modele expérimental
de pancréatite ont été attribués a I’augmentation de production d’IL-4, une cytokine anti-
inflammatoire, et a la réduction des taux sériques de TNF-a et d’IL-1f [64, 65]. L administration
de leptine recombinante diminue de maniére significative la production de
TNF-a et d’IL-6 en réponse a I’injection de LPS chez les primates [30]. En résumé, ces travaux
indiquent que la leptine pourrait avoir un réle anti-inflammatoire en augmentant la production de

cytokines anti-inflammatoires tout en diminuant la synthése de médiateurs pro-inflammatoires.

Effet de la leptine sur les phagocytes

Le phénotype des macrophages en I’absence de leptine ou de réponse a la leptine suggere
que cette cytokine joue un rdle important dans le contr6le des fonctions macrophagiques. Une
diminution des capacités de phagocytose et d’élimination bactérienne a été proposée chez les
animaux déficients en leptine lors d’infection par Escherichia coli, Candida albicans et



Klebsiella pneumoniae [66-68]. Le récepteur de la leptine est présent et fonctionnel a la surface
des polymorphonucléaires neutrophiles et son activation augmente la production de radicaux
libres par les neutrophiles stimulés [38]. La leptine inhibe la migration des polymorphonucléaires
neutrophiles en réponse a des médiateurs chimio-attractants [69]. Ces résultats sur des
polymorphonucléaires neutrophiles montrent que la leptine a des effets opposés. Toutefois,
I’augmentation du risque infectieux chez les patients déficients en leptine suggere que cette
cytokine joue une role important dans les mécanismes de défense de I’hdte contre différents

micro-organismes [24].

Effet de la leptine sur les réponses immunes acquises

La leptine stimule la prolifération des lymphocytes T en culture, induit une réponse de
type T helper (Th)l et protege les lymphocytes T contre I’apoptose induite par les
glucocorticoides [35, 36]. Les souris ob/ob présentent une augmentation de I’apoptose des
thymocytes avec pour conséquence une réduction de la cellularité du thymus en comparaison
avec des souris normales. Des souris normales maintenues a jeun pendant 48 heures presentent
également une sévere apoptose des cellules thymiques. L’administration de leptine recombinante
a permis de normaliser la cellularité du thymus chez les souris ob/ob et chez les souris a jeun
[35]. L’administration de leptine dans les états de dénutrition corrige I’immunosuppression
associee a une diminution des apports alimentaires. En particulier, la réponse immunitaire
retardée (immunité cellulaire dépendante des lymphocytes T) est réduite dans les états de
dénutrition et corrigée aprés administration de leptine [33, 36, 70]. Chez des souris db/db, les
taux circulants de lymphocytes B et de lymphocytes T CD4+ sont diminués [31]. Chez les
patients déficients en leptine, on constate également une diminution des taux circulants de
lymphocytes T CD4+ associée a une diminution de la prolifération des lymphocytes T et de la
production de lymphokines pouvant étre corrigée par I’administration de leptine recombinante
[71].

De nombreuses études ont montrée I’implication potentielle de la leptine dans la
pathogénese des maladies auto-immunes grace a I’utilisation de modéles expérimentaux [58]. Les
souris ob/ob sont relativement protégées (diminution de la fréquence et de la sévérité) de

I’encéphalomyélite expérimentale auto-immune, un modele de sclérose en plaque, et dans des



modeéles de diabéte de type I, de colites inflammatoires, de glomérulonéphrites et d’arthrites [34,
72-76].

Le role potentiel de la leptine dans des maladies immuno-inflammatoires

Chez les patients avec sclérose en plaque, les taux circulants de leptine ne sont pas
augmentés par rapport aux individus sains [77, 78]. Toutefois, apres traitement par I’IFN-B, les
résultats varient dans la littérature. Dans une étude, les taux circulants de leptine étaient
augmentés lors de poussees de sclérose en plaque et diminuaient aprés I’administration d’IFN-{
[77]. Dans une autre étude, les taux de leptine étaient plus bas lors de la phase active de la
maladie en comparaison a des individus sains ou a des malades traités par IFN-p [78]. De plus, la
leptine stimule la sécrétion d’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire, par des cellules
mononuclées du sang périphérique de patients avec sclérose en plaque.

Des taux élevés de leptine ont été retrouvés chez des femmes avec lupus érythémateux
systémique [79]. Toutefois, ces taux étaient corrélés avec la masse corporelle (BMI) mais pas
avec I’activité de la maladie selon I’index mexicain d’activité du lupus érythémateux systémique
(MEX SLEDAI). Des taux abaissés de leptine ont été observes dans le serum de patients avec
sclérodermie systémique [80]. Il y avait une corrélation entre les taux sériques de leptine et le
BMI, mais pas avec la durée de la maladie ou les symptdmes de sclérodermie. Contrairement a
ces résultats, une élévation des taux sériques de leptine a été observée chez des patients atteints
du syndrome de Behget avec une corrélation positive avec I’activité de la maladie [81]. Les
résultats publiés jusqu’a présent montrent une importante variation entre les différentes études et,
en général, une absence de corrélation entre les taux sériques de leptine et I’activité de différentes

maladies immuno-inflammatoires.

Role potentiel de la leptine dans la polyarthrite rhumatoide et les modéles expérimentaux
d’arthrites

Une augmentation des taux plasmatiques de leptine, associée avec une diminution des
concentrations dans le liquide synovial, a été observée chez des patients avec polyarthrite
rhumatoide [82]. Néanmoins, I’absence de données concernant les valeurs de BMI chez les
patients inclus dans cette étude pose des probléemes importants quant a I’interprétation des

résultats. D’autres investigateurs n’ont pas retrouvé d’augmentation des taux circulants de leptine



chez les patients avec polyarthrite rhumatoide en comparaison avec des controles sains. Ces
auteurs ont observé une corrélation entre les taux circulant de leptine et le BMI ou le pourcentage
de la masse grasse [83, 84]. En comparaison avec des sujets sains, certains investigateurs ont
retrouvé une diminution des taux plasmatiques de leptine chez les patients avec polyarthrite
rhumatoide et ceci sans corrélation ni avec le BMI, ni avec les taux sériques de protéine C-
réactive, la masse grasse ou I’activité clinique de la maladie [85]. Une amélioration de I’activité
inflammatoire a été observeée chez des patients avec polyarthrite rhumatoide a jeun. Cette
observation était associée avec une diminution des taux sériques de leptine et une augmentation
de production des cytokines régulatrices de type Th2 [86]. Ces observations semblent confirmer
les résultats obtenus dans des modeles expérimentaux de maladies auto-immunes avec des souris
ob/ob. Toutefois, dans une autre étude, il n’y avait pas de modifications cliniques ou biologiques
de I’activité inflammatoire de la maladie chez des patients avec polyarthrite rhumatoide et ceci
apres une diéte de 7 jours malgré une diminution des concentrations sériques de leptine [87]. En
résume, ces observations chez des patients avec polyarthrite rhumatoide donnent des résultats qui
varient d’une étude a I’autre et ne permettent pas de démontrer une relation entre les taux
circulants de leptine et I’activité inflammatoire.

L’arthrite induite par I’antigéne (AIA) est un modéle expérimental de polyarthrite
rhumatoide dont les mécanismes sont fondés sur la réaction d’Arthus secondaire a une
immunisation par I’albumine bovine méthylée (mBSA). Le r6le de la leptine a été récemment
examiné dans ce modeéle expérimental d’arthrite [34]. Chez les souris ob/ob et db/db, I’AlA est
moins sévere que chez les souris contréles. La réponse immune cellulaire et humorale a
I’antigéne est diminuée. La prolifération ex-vivo des cellules isolées a partir de ganglions
lymphatiques inguinaux, de méme que la production d’IFN-y induite par mBSA est
significativement diminuée chez les souris ob/ob et db/db en comparaison avec les souris
contréles. Au contraire, la production d’IL-10 par les cellules de ganglions lymphatiques est
augmentée chez les souris ob/ob et db/db. Les taux circulants d’IgM et des différents isotypes
d’lgG contre mBSA sont diminués chez les souris ob/ob et db/db immunisées en comparaison
aux souris controles. Ces résultats indiquent que la leptine contréle les mécanismes
d’inflammation articulaire dans le modéle AlIA en influencant la réponse immune humorale et
cellulaire. Toutefois, les interactions complexes de la leptine avec les taux endogenes de

glucocorticoides ne permettent pas de définir si il s’agit d’un effet direct ou indirect.
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Résultats originaux présentés dans la publication en annexe

Dans ce travail, nous avons voulu investiguer le rble potentiel de la leptine dans un systeme
indépendant de la réponse immune acquise contrélée par les lymphocytes T et B. Pour cela, nous
avons utilisé le modele de I’arthrite induite par Zymosan A (ZIA). Dans ce modeéle, le Zymosan
A est injecté de maniere intra-articulaire dans un genou. Le genou contro-latéral est injecté avec
une solution saline et sert de contréle. Le Zymosan A est un ligand du récepteur Toll 2 (Toll-like
receptor 2 ou TLR2) et un activateur de la voie alterne du complément. Par conséquent, le
Zymosan A induit une arthrite aigué en activant la réponse immune innée de maniére locale [88,
89]. Les genoux de souris ob/ob et db/db, de méme que de souris contrdles ont été injectées avec
du Zymosan A. Nous avons mesuré I’inflammation articulaire grace a une méthode isotopique
(incorporation de technecium). Les dégats articulaires ont été évalués grace a des examens
histologiques effectués aux jours 3, 14 et 21 aprés I’induction de I’arthrite. Les taux circulants
d’IL-6 et de sérum amyloide A, une protéine de la phase aigué, ont été mesurés pour déterminer
la réponse inflammatoire systémique. Contrairement aux résultats observés dans le modele AlA,
nous montrons dans le modéle ZIA que les souris ob/ob et db/db présentent une résolution
retardée de I’arthrite avec une augmentation de la réponse inflammatoire systémique en
comparaison avec les souris contrdles. De plus, les souris ob/ob et db/db ont des lésions
histologiques plus séveres. Les taux sériques de corticostérone sont plus élevés chez des souris
ob/ob que chez les contrbles. Ces résultats indiquent que la déficience en leptine affecte la
réponse inflammatoire en réponse a I’injection articulaire de Zymosan A. Compte tenu de
I’élévation des taux endogénes de glucocorticoides chez les souris déficientes en leptine, il est
possible que des phénomeénes inflammatoires associés a I’arthrite auraient pu étre encore plus

importants en I’absence d’hypercorticostéronémie.
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Conclusions

La leptine est une cytokine (hormone) dont les effets varient suivant s’il s’agit d’un modéle de
réponse immune innée ou acquise. Dans le cas d’un modéle basé sur la réponse acquise tel que
I’arthrite induite par I’antigéne, la leptine a plutdt un effet anti-inflammatoire. Chez les souris
ob/ob et db/db, la prolifération des lymphocytes T isolés a partir des ganglions lymphatiques
inguinaux est diminuée avec également une diminution de production de cytokines de type Thl et
une augmentation de production d’IL-10 en réponse a la stimulation ex vivo par I’antigéne. Les
taux circulants d’anticorps anti-mBSA sont aussi diminués chez les souris déficientes en leptine
ou en son récepteur aprés immunisation. Ces observations sont probablement lié avec un
déficience des réponses immunes acquises chez les animaux déficient en leptine ou en son
récepteur se caractérisant par une diminution de la taille et de la cellularité du thymus, une
lymphopénie, et une diminution de taille des organes lymphoides secondaires. Une
immunodéficience est aussi rapportée chez les patients obéses ayant une mutation de gene codant
pour la leptine ou son récepteur. Une partie de ces observations in vivo pourrait probablement
étre liée a des effets indirects de la leptine, en particulier sur la production de corticostérone mais
aussi & d’autres anomalies endocriniennes.

Au contraire, dans I’arthrite induite par I’injection articulaire de Zymosan A, les souris
ob/ob et db/db présentent une résolution retardée de la réponse inflammatoire locale et
systémique suggérant que la leptine possede des propriétés anti-inflammatoires. Cet effet
modulateur de la leptine dans I’inflammation induite en réponse a la stimulation de la réeponse
innée est en accord avec les résultats rapportés chez des souris ob/ob aprés injections de LPS ou
de TNF-a. Le mécanisme anti-inflammatoire de la leptine dans les modeles de réponse innée
n’est pas élucidé. La leptine pourrait avoir des effects anti-inflammatoires directes, notamment en
stimulant la production de I’antagoniste du récepteur de I’IL-1, une molécule anti-inflammatoire,
par des monocytes/macrophages en culture. Toutefois, comme discuté plus haut, il pourrait aussi

s’agir d’effets indirectes de la leptine qui restent encore a définir.
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