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RESUME

L'adiponectine est l'adipokine la plus abondamment sécrétée par le tissu adipeux.
Plusieurs études ont montré les réles de facteurs adipeux en reproduction. Nous
avons vérifié I'nypothése que l'adiponectine exerce des effets au niveau reproducteur.

Nous avons cloné le géne de I'adiponectine porcine pour en produire une protéine
recombinante, afin d'étudier ses effets sur les cellules de la granulosa en culture.
L'adiponectine obtenue correspondait & un monomeére et un trimére, confirmés par
immunobuvardage. Deux génes clés de la stéroidogénése, la P450 aromatase et la
protéine de régulation aigiic de la stéroidogénése (StAR), répondaient & 25 pg/mL
d'adiponectine. L'expression de 'ARNm de l'aromatase, mesurée par RT-PCR, était
réduite a 40% celle des contrdles. Celle de StAR était stimulée a plus de 3 fois celle
des contrdoles. Un effet marqué de l'adiponectine s'observait aussi sur la
cyclooxygénase 2 (COX-2), ou l'on pouvait mesurer 14 fois plus d'ARNm que dans
les contrdles. De plus, l'adiponectine stimulait l'expression des ARNm de la
synthétase de PGE (mPGES-1) a plus de 8 fois et du facteur de croissance de
l'endothélium vasculaire (VEGF) a prés de 4 fois celles des contrdles. Enfin, des
accumulations accrues de prostaglandines (4 fois plus de PGF2a et 14 fois plus de
PGE2) et de VEGF (prés de 3 fois plus) se mesuraient dans les milieux de culture de
cellules traitées a 'adiponectine, comparativement aux contréles. Le maximum des
effets s'observait & 12 heures de culture dans tous les cas, mais l'effet stimulatoire sur
COX-2 se manifestait dés 2 heures d'incubation avec l'adiponectine. Ces résultats
montrent pour la premiére fois un effet de I'adiponectine en reproduction. Les effets
observés correspondent a une série d'événements ovulatoires des cellules porcines de
la granulosa in vitro en ce qui concerne les génes de régulation de la stéroidogénese,

de 1a synthése de prostaglandines et de la néovascularisation.

mots clés:  adiponectine, tissu adipeux, adipokine, porc, fertilité, ovulation,

granulosa, stéroidogénése, prostaglandine, vascularisation



SUMMARY

Adiponectin is adipose tissue's most abundantly secreted adipokine. Many studies
have shown the roles of adipose factors on reproduction. We hypothesised that
adiponectin exerts some effects at the reproductive level.

We cloned the porcine adiponectin gene to produce a recombinant protein, in order to
study its effects on granulosa cell cultures. The resulting adiponectin corresponded to
a monomer and a trimer, confirmed by Western blotting. Two key steroidogenic
genes, P450 aromatase and steroidogenic acute regulatory protein (StAR), responded
to 25 pg/mL of adiponectin. The mRNA expression of aromatase, measured by RT-
PCR, was reduced to 40% that of controls. For StAR, expression was stimulated to
more than 3 times that of controls. A marked effect of adiponectin was also observed
on cyclooxygenase-2 (COX-2), where 14 times more mRNA was measured
compared to controls. Adiponectin also stimulated expression of mRNA for PGE
synthase (mPGES-1) to more than 8 times and of vascular endothelial growth factor
(VEGF) to almost 4 times that of controls. Finally, increased accumulations of
prostaglandins (4 times more PGF2o and 14 times more PGE2) and VEGF (almost 3
times more) were measured in culture media of cells treated with adiponectin,
compared to controls. Each effect was maximal after 12 hours of culture in all cases,
but the COX-2 stimulation by adiponectin was manifested as early as 2 hours.

These results show for the first time an effect of adiponectin in reproduction. Effects
observed here correspond to a series of ovulatory events seen in vitro in granulosa
cells for genes of steroidogenic regulation, prostaglandin synthesis and

neovascularisation.

key words: adiponectin, adipose tissue, adipokine, pig, fertility, ovulation, granulosa,

steroidogenesis, prostaglandin, vascularization
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INTRODUCTION

Au cours des derniéres années, des recherches intensives sur les métabolismes du
glucose et des lipides et la dynamique du tissu adipeux ont permis d'élargir nos
connaissances au sujet des interactions complexes entre la prise alimentaire et le
stockage énergétique. Le tissu adipeux est maintenant reconnu comme un organe
endocrine qui produit une variét¢é de facteurs impliqués dans la fonction
reproductrice, I'homéostasie énergétique et la régulation du poids corporel. Il s'est
avéré un élément clé de la régulation nutritionnelle, au-dela de son rdle principal de
stockage des triglycérides en périodes d'affluence métabolique et de leur mobilisation
en moments de rareté de nutriments. La dynamique des sécrétions adipeuses est
amenée en partie par I'état nutritionnel et le niveau d'adiposité, et plusieurs voies
métaboliques sont directement et indirectement affectées par l'action de plusieurs

facteurs adipeux.

Les protéines sécrétées par le tissu adipeux incluent, entre autres, la leptine (Zhang,
Proenca et al. 1994), le facteur de nécrose tumorale (TNF-a) (Carswell, Old et al.
1975), la résistine (Holcomb, Kabakoff et al. 2000), la protéine relie a
l'angiopoiétine ciblée par le PPAR-gamma (PGAR) (Yoon, Chickering et al. 2000),
et I'adiponectine (Scherer, Williams et al. 1995; Hu, Liang et al. 1996; Nakano, Tobe
et al. 1996). Cette derniére est une hormone spécifiquement synthétisée par les
adipocytes différenciés ou son expression est rapidement augmentée pendant leur
différenciation a partir de préadipocytes (Scherer, Williams et al. 1995). Les
concentrations sériques de cette adipokine représentent 0,01% des protéines totales
(Arita, Kihara et al. 1999) et sont significativement réduites chez les individus obéses
comparativement aux individus non-obéses (Hu, Liang et al. 1996; Arita, Kihara et
al. 1999). L'adiponectine est impliquée dans la sensibilisation a l'insuline au niveau
du foie (Berg, Combs et al. 2001) et du muscle (Yamauchi, Kamon et al. 2001;
Yamauchi, Kamon et al. 2002) et les niveaux d'’ARNm de I'adiponectine sont inhibés
par l'insuline en fonction du temps et de la dose (Fasshauer, Klein et al. 2002). Les

concentrations plasmatiques d'adiponectine sont réduites chez les patients atteints de



maladies de I'artére coronaire (Ouchi, Kihara et al. 1999) et on la reconnait pour ses
effets anti-athérogéniques (Ouchi, Kihara et al. 2000). L'adiponectine et le TNFa,
qui est impliqué dans la résistance a I'insuline en état d'obésité (Hotamisligil, Shargill
et al. 1993), inhibent réciproquement leur expression et leurs actions dans le muscle
et le foie (Kappes and Loffler 2000; Fasshauer, Klein et al. 2002) ainsi que leur effet
au niveau des cellules endothéliales (Ouchi, Kihara et al. 1999; Ouchi, Kihara et al.
2000). Deux récepteurs de l'adiponectine ont été identifiés et sont exprimés dans le
cerveau, le coeur, le rein, le foie, le muscle squelettique, le colon, le thymus, le
poumon, le placenta et les leucocytes sanguins chez I'humain ainsi que dans le
cerveau, le coeur, le rein, le foie, le poumon, le muscle squelettique et la rate chez la
souris (Yamauchi, Kamon et al. 2003) ainsi que dans 'utérus et l'ovaire chez le porc
(Lord, Ledoux et al. 2005). Cependant I'étendue compléte des actions de

l'adiponectine est encore inconnue.

Jusqu'a maintenant, la plupart des études sur l'adiponectine ont été faites a partir de
mode¢les humain et murin. Toutefois, nous trouvions intéressant d'investiguer les
roles potentiels de 1'adiponectine chez le porc. Cet intérét était suscité par l'approche
industrielle des croisements porcins qui favorise la sélection d'individus de plus en
plus maigres. Or, une corrélation a été €tablie entre une réduction trop importante de
la masse adipeuse, par la sélection génétique ou par la nutrition, et une prolificité
amoindrie chez la truie (Aherne and Kirkwood 1985; Einarsson and Rojkittikhun
1993; Clowes, Aherne et al. 2003; Eissen, Apeldoom et al. 2003; Willis, Zak et al.
2003). Nous voulions donc étudier les roles probables de I'adiponectine sur les

fonctions reproductrices chez le porc.

A notre connaissance, aucun réle de l'adiponectine en reproduction n'a encore été
décrit mais les indices apportés par les modéles murins suggerent un réle permissif de
cette adipokine sur la fertilit€. Ainsi, les souris dont le gene de I'adiponectine est
inactivé ne rencontrent pas de probléme de fertilité (Maeda, Shimomura et al. 2002)
mais les femelles surexprimant 1'adiponectine sont infertiles (Combs, Pajvani et al.
2004). Nous avons donc étudié I'hypothese que l'adiponectine joue un rdle important

sur la fonction ovarienne chez la truie.



RECENSION DE LA LITTERATURE

LE TISSU ADIPEUX BLANC

Mis a part le stockage de gras (exces énergétique) et sa mobilisation (carence
énergétique), le tissu adipeux posséde plusieurs fonctions complexes et dynamiques.
Il agit en tant qu'organe endocrine sécrétant une multitude de facteurs vers la
circulation, nommés adipokines. La plupart de ces facteurs jouent d'importants roles
dans 'homéostasie énergétique, la sensibilité a l'insuline, la fonction immunitaire,

l'inflammation et méme la progression tumorale (Rajala and Scherer 2003).

L'obésité est un désordre résultant d'un excédent de tissu adipeux. Elle est fortement
associée a plusieurs maladies chroniques: I'hyperlipidémie, la haute pression,
I'intolérance aux sucres et le diabéte, les maladies cardiaques athérosclérotiques, la
goiite, le cancer, l'arthrite dégénératif, et l'infertilit¢ (Hausman, DiGirolamo et al.
2001). La croissance du tissu adipeux implique I'hyperplasie et l'hypertrophie
cellulaires. L'hypertrophie est causée par l'accumulation excessive de triglycérides
dans I'adipocyte et I'hyperplasie résulte du recrutement de nouveaux adipocytes a
partir de précurseurs cellulaires (préadipocytes) dans le tissu adipeux. Etant donné la
capacité phénoménale du tissu adipeux & accroitre sa masse, l'apport sanguin et la
vascularisation de ce tissu sont essentiels (Rupnick, Panigrahy et al. 2002). Pour
toutes ces raisons, il a été proposé que l'obésité serait comparable a une tumeur

endocrine (Dizdar and Alyamac 2004).

A Topposé, une réduction exagérée de la masse tissulaire adipeuse (cachexie) est
également associée & une multitude de désordres. Des progres récents en recherche
ont montré de fortes interrelations entre les désordres nutritionnels et les systemes
endocrine, nerveux et immunitaire. Une dérégulation du réseau des cytokines
pourrait étre responsable de plusieurs complications médicales (Corcos, Guilbaud et
al. 2003).



Chez le porc, la tendance est a la sélection de porcs plus maigres pour répondre i la
demande d'une viande de consommation réduite en gras. Mais la réduction exagérée
de la masse adipeuse a des conséquences sur d'autres facteurs économiques
importants pour la production porcine, comme le retard dans I'dge de 'atteinte de la
puberté et la prolificité amoindrie des truies (portées réduites, délai de retour en
chaleurs plus longs, gestations moins nombreuses) (Klindt, Yen et al. 2001; Gaughan,
Cameron et al. 1997).

ADIPOKINES

Le "sécrétome" des adipocytes est constitué d'acides gras, de prostaglandines et de
facteurs protéiques nommés adipokines. La diversité des adipokines et de leurs roles
est considérable (Cancello, Tounian et al. 2004; Trayhurn and Wood 2004),
participant vraisemblablement & un dialogue complexe entre organes. On y retrouve
des cytokines classiques (TNFa, interleukines), des facteurs de croissance (TGF-B) et
des protéines du systétme complément (adipsine, ASP). Ce groupe comprend
¢galement des protéines impliquées dans l'homéostasie vasculaire (PAI-1), la
régulation de la pression sanguine (angiotensinogene), le métabolisme des lipides
(retinol-binding protein, cholesteryl ester transfer protein), I'homéostasie énergétique
(adiponectine, leptine, peut-étre résistine), et l'angiogénése (VEGF). Plusieurs
adipokines ont des effets bien connus en reproduction chez les mammiferes, par

exemples le TNFa, le TGF-f et la leptine.

Tumor necrosis factor alpha (TNFa). Le TNFa est membre de la superfamille de
génes TNF/TNFR. C'est une protéine aux multiples fonctions biologiques, dont la
réponse inflammatoire, la différenciation cellulaire, le renouvellement et le
réarrangement tissulaires (Locksley, Killeen et al. 2001). Le TNFa est produit
principalement par les macrophages (y compris ceux du tissu adipeux), mais aussi par
les lymphocytes et les cellules de la granulosa, et les niveaux de TNFa sont élevés en
obésité chez I'humain (Hotamisligil, Amer et al. 1995). Entre autres, le TNFa

posséde plusieurs réles au niveau de l'ovaire, comme l'inhibition de la production



d'estradiol par les cellules granulosa et d'androstenedione par les cellules de la théeque
(Spicer 1998) et la stimulation de production de prostaglandines dans les cellules du
jeune corpus luteum (Schams 1995) chez la vache, et la lutéolyse chez la truie (Pitzel,
Jarry et al. 1993). Egalement chez la truie, on rapporte que le TNFa exerce une
influence inhibitoire sur la lutéinisation et joue sur la balance entre la prolifération et
l'atrésie folliculaire (Prange-Kiel, Kreutzkamm et al. 2001). Entre autres, une cible
d'action du TNFa dans les cellules porcines de granulosa est le blocage de la
stimulation hormonale de I'expression de 'ARNm de 'aromatase (Veldhuis , Garmey
et al. 1991).

Transforming growth factor-beta (TGF-f). Le TGF-B est aussi membre d'une
superfamille de génes, celle des TGF-B, qui comprend aussi les activines, les
inhibines, les growth/differenciation factors (GDF) et les bone morphogenetic
proteins (BMP). Plusieurs types cellulaires produisent les TGF-B, et les
concentrations de TGF-P sont élevées en obésité. Les TGF-B sont des facteurs de
croissance et de différentiation, jouant d'importants rdles de régulation de fonctions
ovariennes comme le développement et la maturation folliculaires, et du
développement et des fonctions du placenta chez la femme (Peng 2003). Dans les
follicules porcins, les cellules de la théque sont la source de production du TGF-f 1
(May, Stephenson et al. 1996). Entre autres, les effets du TGF-$ 1 dans les cellules
porcines de granulosa in vitro est d'inhiber la relache de progestérone et d'accroitre la
synthése d'ADN (Kubota, Kamada et al. 1994).

Leptine. Une des adipokines les plus étudiées pour ses roles en reproduction est la
leptine. Elle est principalement synthétisée dans le tissu adipeux, mais l'estomac, le
placenta, les glandes mammaires et les follicules ovariens en synthétisent également
(Siervogel, Demerath et al. 2003). On I'a d'abord identifi¢é comme étant le facteur
aberrant chez les souris obéses ob/ob (Zhang, Proenca et al. 1994). L'injection de
leptine a ces souris a amené une amélioration de la fertilité tout en diminuant I'apport
alimentaire et une perte de poids a été observée (Barash, Cheung et al. 1996). L'axe
hypothalamo-hypophysaire semble étre le site d'action de plusieurs effets de la

leptine, puisque l'on y retrouve la présence de ses récepteurs chez le porc (Lin, Barb



et al. 2000). Elle y exerce des rdles centraux pour la coordination du métabolisme,
les comportements de prise alimentaire, la balance énergétique et la reproduction
(Ur, Wilkinson et al. 2002). De plus, la leptine stimule la sécrétion de LH et de
GnRH dans des cultures de cellules hypophysaires et de tissu hypothalamique
porcins, respectivement (Barb 1999). La leptine semble étre impliquée dans
l'activation de 1'axe reproducteur et I'age de la puberté (Shalitin and Phillip 2003). La
leptine exerce plusieurs roles périphériques, ses récepteurs ayant été identifiés dans la
plupart des tissus (Tartaglia, Dembski et al. 1995). Entre autres, la leptine agit au
niveau de l'ovaire chez le rat, ou elle réduit directement le taux d'ovulation in vivo
(Duggal, Van Der Hoek et al. 2000). Plusieurs études ont également montré que la
leptine a un effet négatif sur la relache de stéroides ovariens chez les mammiféeres
(Caprio, Fabbrini et al. 2001). Chez la truie, la leptine aurait cependant un effet
biphasique puisqu'd de faibles doses, elle présente un effet stimulateur sur
l'expression de la protéine StAR et l'accumulation de progestérone in vitro (Ruiz-

Cortes, Martel-Kennes et al. 2003).

ADIPONECTINE

L'adiponectine (adipocyte complement-related protein of 30 kDa, ACRP30; adipoQ)
a été identifiée pour la premiére fois en €tudiant les patrons d'expression génétiques
d'adipocytes murins en différenciation (Scherer, Williams et al. 1995; Hu, Liang et al.
1996). L'homologue humain a été identifié en parall¢le (adipose most abundant gene
transcript 1, APM1) comme étant le transcrit le plus souvent rencontré dans une
banque d'ADNCc de tissu adipeux de femme (Maeda, Okubo et al. 1996). Finalement,
Nakano et collaborateurs ont purifié 1'adiponectine directement & partir de plasma
humain (gelatin-binding protein of 28 kDa, GBP28), dans leur quéte de protéines
sériques ayant une affinité pour les résines de gélatine-cellulose, comme les protéines

liant le collagéne (Nakano, Tobe et al. 1996).

L'adiponectine est produite exclusivement par les adipocytes et, différemment des

autres facteurs adipeux, elle est sécrétée de fagon inversement proportionnelle a la



masse adipeuse (Arita, Kihara et al. 1999). C'est une adipokine de 30 kDa, circulant
sous formes de complexes multimériques a des concentrations relativement élevées
en conditions physiologiques normales d'adiposité (5-30 pg/mL chez I'humain)
(Arita, Kihara et al. 1999). On observe un dimorphisme sexuel des concentrations
d'adiponectine, ou les femelles produisent plus d'adiponectine que les males chez la
souris (Combs, Berg et al. 2003). 1l a été proposé€ que les androgénes seraient des
inhibiteurs de la sécrétion d'adiponectine chez la souris (Nishizawa, Shimomura et al.
2002).

Deux récepteurs pour l'adiponectine ont été identifiés chez I'humain et chez la souris
(Yamauchi, Kamon et al. 2003). Chez le porc, la présence des deux récepteurs a été
observée dans tous les tissus €étudiés, y compris l'utérus et l'ovaire (Lord, Ledoux et
al. 2005). L'expression relative d'une forme de récepteur par rapport a l'autre dans
différents tissus pourrait étre a l'origine d'un mécanisme de régulation physiologique

de I'action de l'adiponectine sur chacune de ses cibles.

Plusieurs études ont montré différentes réponses tissulaires aux formes longues et/ou
globulaires de l'adiponectine (Fruebis, Tsao et al. 2001; Wu, Motoshima et al. 2003).
De plus, la présence relative de triméres, d'hexameéres et de complexes de haut poids
moléculaires d'adiponectine en circulation et l'affinité des récepteurs pour chaque
forme de l'adiponectine sont a I'é¢tude (Tsao, Murrey et al. 2002; Pajvani, Du et al.
2003; Tsao, Tomas et al. 2003; Hug, Wang et al. 2004).

Depuis la découverte de l'adiponectine, plusieurs rdles lui ont déja été attribués. Elle
est surtout connue pour son rdle de sensibilisation des tissus a I'insuline (Heilbronn,
Smith et al. 2003), mais on la connait maintenant comme facteur important dans la
fonction vasculaire (Goldstein and Scalia 2004), et elle pourrait avoir des propriétés
anti-athérogéniques et anti-inflammatoires (Chandran, Phillips et al. 2003).
L'hypoadiponectinémie est associée a 'obésité, au syndrome métabolique, au diabéte

de type 2 et aux maladies cardiovasculaires chez I'humain.



Dans une étude sur des souris dont le géne codant pour l'adiponectine a été inactiveé,
les animaux ne présentaient pas d'évidence d'infertilit¢é (Maeda, Shimomura et al.
2002). Cependant, des souris amenées a surexprimer l'adiponectine présentaient des
niveaux €levés de prolactine sérique et les femelles étaient infertiles (Combs, Pajvani
et al. 2004). Ainsi, l'adiponectine ne semble pas étre essentielle a la fertilité.
Toutefois elle pourrait y exercer une influence permissive a l'intérieur de
concentrations sériques physiologiques (Panidis, Kourtis et al. 2004). Jusqu'a
présent, aucune publication n'est disponible concemnant I'étude de roles que

I'adiponectine pourrait jouer sur les ovaires ou l'utérus.

AXE ADIPO-REPRODUCTEUR

L'alimentation et la fonction reproductrice sont étroitement reliées. On observe
depuis longtemps l'influence majeure du régime alimentaire, du poids et de la
condition corporelle sur la fécondité et la fertilité¢ (Kaku, Mori et al. 1969; Baker
1981; Bringer, Hedon et al. 1990). Il n'y a pas de seuil défini entre l'infertilité et la
reproduction normale. Certains individus réussiront toujours a se reproduire malgré

une condition corporelle loin de 1'idéal.

Il est aujourd'hui reconnu qu'une régulation appropriée de la reproduction, de 1'apport
et de la dépense énergétiques, donc le maintien de la condition corporelle et de la
fertilité, sont dépendant de réseaux hypothalamiques complexes. La restriction
alimentaire et le poids sous-optimal, mais également 1'obésité ont des effets négatifs
sur la régulation des patrons de sécrétions de I'hormone de sécrétion des
gonadotropines (GnRH) et sur la fonction des gonades. Des études chez la rate, le
mouton, la truie, la vache, le singe et la femme ont montré que chez des individus
privés ou restreints de nourriture, la sécrétion pulsatile de LH, le développement

folliculaire et 1'ovulation peuvent étre récupérés a 'aide de traitements pulsatiles a la
GnRH (Schneider 2004).



L'exemple le plus frappant de répression des fonctions reproductrices en état de
cachexie est l'anorexie (anorexia nervosa), menant a l'aménorrhée et 'anovulation
chez la femme. Depuis longtemps, des études chez les femmes athlétiques et non
athlétiques ainsi que chez les mammiferes supportent I'hypothése qu'un ratio minimal
de masse maigre & masse grasse est nécessaire pour l'apparition de la puberté et le

maintien de la capacité reproductrice (Frisch 1987).

Plusieurs probleémes reproducteurs sont également associés a l'obésité (Bray 1997,
Bongain, Isnard et al. 1998). Parmi ces désordres, le syndrome de l'ovaire poly-
kystique (PCOS) représente le probléme d'infertilité le plus fréquemment rencontré
(Hoyt and Schmidt 2004). Entre autres, la capacité du tissu adipeux d'aromatiser les
androgénes a été proposée comme étant une des causes des problémes observés
(Karaer, Oruc et al. 2004).

Anorexia nervosa (AN): L'anorexie est un désordre apporté par une restriction
nutritionnelle anormale, initialement caractérisée dans les années 1870 par une perte
de poids sévere, une aménorrhée, des déreglements psychologiques et une activité
accrue (American Psychiatric Association 1994). Plusieurs complications
accompagnent la perte de poids et elles affectent tous les organes et systémes. Les
symptomes sont graves et incluent le déséquilibre des fluides et électrolytes, des
problémes cardiovasculaires, gastro-intestinaux, dermatologiques, endocrines et
neurologiques. Entre autres, une aménorrhée refléte une dysfonction hypothalamique
et est caractérisée par de faibles niveaux circulants de FSH et LH, ainsi que des
concentrations réduites d'estrogéne et de progestérone (van Binsbergen, Coelingh
Bennink et al. 1990).

Polycystic ovary syndrome (PCOS): Le syndrome de l'ovaire poly-kystique (Balen
2004) est un désordre endocrine dont I'expression est influencée par la nutrition. Il
est caractérisé par une dérégulation des cycles menstruels, un hyperandrogénisme et
fréquemment par l'obésité. Une dysfonction ovarienne prévaut et est affectée par des
dérégulations de l'axe hypothalamo-hypophyso-ovarien et une hyperinsulinémie. Le

volume des ovaires est augmenté et 1'on y retrouve de nombreux follicules 2 8 9 mm
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(Balen, Laven et al. 2003). Le PCOS constitue la cause d'infertilité la plus fréquente,
affectant jusqu'a 10% de toutes les femmes d'age reproducteur (Hart, Hickey et al.
2004).

Chez la truie, les carences nutritionnelles peuvent avoir une influence sur la
croissance du follicule antral, diminuer le taux ovulatoire, retarder la puberté et le
retour en chaleurs apres le sevrage (Prunier et Quesnel 2000). En effet, les truies plus
grasses atteignent la puberté de fagon plus précoce et produisent plus de portées que
les plus maigres (Gaughan, Cameron et al. 1997). L'inhibition de la relache des
gonadotropines par une carence alimentaire est probablement impliquée dans ces
phénomeénes (Parvizi 2000). Ceci est illustré par le fait que la leptine peut stimuler la
reliche de GnRH de tissu hypothalamique porcin in vitro (Barb, Kraeling et al.
2002). Les limitations nutritionnelles, méme modestes, pourraient compromettre le

développement reproducteur de la truie (Klindt, Yen et al. 2001).

OVULATION CHEZ LA TRUIE

Le porc est une espéce poly-ovulatoire. La durée du cycle oestral de la truie varie
peu (19-23 jours), quoique la phase folliculaire est longue (5 & 7 jours)
comparativement 4 d'autres espéces comme chez la vache et la brebis (2 a 3 jours). Il
y a une hétérogénéité des follicules dans la population ovulatoire, avec au moins 2-3

mm de différence entre les diamétres des follicules (Hunter, Robinson et al. 2004).

Chez la truie, la croissance et la maturation folliculaires, c'est-a-dire la multiplication
de la membrana granulosa et les changements de propriétés biochimiques des
cellules, sont sous contrdles endocrine et paracrine (Hunter, Hudson et al. 2004). 11y
a chez cette espéce un plus grand nombre de follicules recrutés et la phase de
croissance folliculaire est plus longue que chez d'autres espéces domestiques, ce qui
pourrait expliquer les taux ovulatoires plus importants (Knox, Vatzias et al. 2003).
Les taux ovulatoires peuvent étre manipulés par des modifications de la di¢te pendant

des moments critiques de la croissance folliculaire (Yang, Foxcroft et al. 2000). Il ne
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semble pas que 1'épaisseur de gras dorsal influence le taux d'ovulation entre races de
truies de composition corporelle différentes, mais les truies de race Meishan, trés
grasses, tendent a présenter des taux ovulatoires plus élevés (Gaughan, Cameron et
al. 1997).

La croissance folliculaire dans les phases avancées est sous le contrdle des
gonadotropines hypophysaires, la FSH et la LH. Un accroissement du taux
ovulatoire en réponse a une sécrétion pulsatile de la sécrétion de LH induite par les
nutriments alimentaires (flushing) est observé chez la truie (Flowers, Martin et al.
1989). Malgré l'efficacité qu'ont les gonadotropines a promouvoir le développement
folliculaire, d'autres facteurs d'origines extra- ou intra-ovariennes peuvent limiter la
réceptivité des follicules aux effets des gonadotropines (Foxcroft and Hunter 1985).
Les facteurs locaux impliqués comprennent des stéroides, des cytokines, des
prostaglandines, le VEGF, et les enzymes de dégradation de la matrice péri-
folliculaire (Tsafriri and Reich 1999). Ces facteurs ont la capacité d'agir directement

sur les ovaires ou de moduler la réponse cellulaire aux gonadotropines circulantes.

GnRH ET GONADOTROPINES

Plusieurs approches expérimentales, telles que I'hypophysectomie et I'hypogonadisme
hypogonadotropique induit par des agonistes de la GnRH, ont démontré que chez le
porc, les follicules de 4-5 mm acquierent une dépendance aux gonadotropines
(Miller, Picton et al. 1999). La GnRH est connue en tant que 1'hormone clée dans le
contrdle des fonctions reproductrices, via la stimulation de la synthése et de la
relache des deux gonadotropines hypophysaires, la LH et la FSH (Conn and Crowley
1994). Le générateur des pulsions de GnRH hypothalamique est essentiel au
fonctionnement normal de l'ovaire. Les problémes de régulation de ce systéme sont
associés a des déréglements hormonaux, entre autres a 'hyperprolactinémie (Wuttke,
Pitzel et al. 2001). La FSH est I'hormone principale du contrdle de la croissance
folliculaire, entre autres chez la truie, la brebis et la vache. Sa sécrétion est a son tour

contrdlée par les produits de sécrétion majeurs du (des) follicule(s) dominant(s),
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I'estradiol et I'inhibine A. La FSH agit aussi pour stimuler la transcription de génes
de facteurs de croissance, l'activité aromatase dans les cellules granulosa, I'induction
des récepteurs de la LH sur les membranes de la granulosa et la sécrétion d'estradiol
chez la femme (Sullivan, Stewart-Akers et al. 1999). Chez la truie cependant, des
indices suggérent que la hausse de sécrétion de la FSH n'est pas un pré-requis
essentiel au recrutement folliculaire (Foxcroft and Hunter 1985). La LH est
importante a l'induction de la production d'androgénes par la couche de cellules de la
theque. Lorsque les follicules atteignent un diamétre ovulatoire, les cellules de
granulosa acquiérent les récepteurs de la LH. Il y a une transition de la dépendance a
la FSH vers la LH avec la maturation folliculaire, coincidant avec le déclin des
niveaux de FSH chez la truie (Lucy, Liu et al. 2001). Chez le rat, le pic de LH
estompe rapidement le patron d'expression génétique des granulosa pour
reprogrammer ces cellules vers l'expression de genes associés a l'ovulation et la
lutéinisation (Fitzpatrick, Carlone et al. 1997). Chez I'humain, le pic de LH est
responsable de la reprise de la méjose dans l'ovocyte et de l'activation d'enzymes
nécessaires a la rupture folliculaire et I'ovulation (Shoham, Schacter et al. 1995). La
LH est importante pour la formation du corpus luteum en rehaussant la sécrétion de

progestérone.

AROMATASE

L'aromatase est une enzyme du complexe cytochrome P450 qui catalyse l'étape
limitante dans la conversion des androgénes en estrogénes. Une forte activité
aromatase est détectable dans le trophoblaste d'embryons au temps de la pré-
implantation chez le porc, 'estradiol étant le signal de reconnaissance de la gestation
pour cette espece (Gadsby, Heap et al. 1980). Elle est également exprimée dans la
membrana granulosa de follicules chez les mammiféres. L'expression de l'aromatase
dans les cellules de la granulosa, faible dans le petit follicule antral, augmente
drastiquement lorsque le follicule atteint une taille pré-ovulatoire chez le rat (Hickey,
Chen et al. 1988). Les cellules de la theque sont la source principale d'androgénes et

contrdlent la synthése d'estrogénes en procurant le substrat (Ainsworth, Tsang et al.
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1990). Chez le porc, les cellules de la théque comme les cellules de la granulosa
expriment I'aromatase et il a été suggéré que la disponibilité des androgénes soit le
facteur de régulation de la synthése des estrogénes chez cette espéce (Foxcroft and
Hunter 1985). Dans une étude comparant la dynamique du développement
folliculaire en phase folliculaire des truies trés grasses a taux ovulatoire élevé de race
Meishan aux truies hybrides Large-White contemporaines, on a noté des variations
des niveaux de production d'estradiol folliculaire entre ces races. Les follicules des
truies Meishan produisaient plus d'estradiol que ceux des truies Large-White et il est
suggéré que cette différence serait une explication possible aux différences de fertilité
observées entre elles (Miller, Picton et al. 1998). On a aussi montré une activité
aromatase plus importante mais de plus courte durée dans les follicules de truies de
race Meishan que dans les follicules de truies hybrides Large-White (Miller, Picton et
al. 1998).

On a montré un déclin de I'expression de l'aromatase dans le follicule suite au pic de
gonadotropines chez la truie (Conley, Howard et al. 1994). Une excellente étude
utilisant la micro-dialyse a permis d'évaluer les changements dynamiques des
niveaux de différents stéroides dans les follicules au stade pré-ovulatoire chez la truie
(Einspanier, Jarry et al. 1991). Les concentrations folliculaires d'estradiol (E2)
augmentent avant l'ovulation, mais chutent en période péri-ovulatoire alors que les
niveaux de progestérone (P4) augmentent. La progestérone pourrait étre un facteur

de régulation local servant a inhiber l'activité aromatase (Gregoraszczuk 1994).

Steroidogenic acute regulatory protein (StAR)

La biosynthese des stéroides dans les tissus stéroidiens (comme la surrénale et les
gonades) débute par la conversion du cholestérol en pregnénolone, étape limitée par
la translocation du cholestérol dans les mitochondries a partir des réserves cellulaires.
La protéine StAR sert a faciliter le transfert du cholestérol a travers l'espace inter-
membranaire vers la membrane interne des mitochondries (Stocco and Clark 1996)

ou s'initie la stéroidogénése. L'expression adéquate de StAR représente une
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composante indispensable de la stéroidogénése dans le follicule pré-ovulatoire et le

corpus luteum des ovaires de mammiferes (Stocco 2001).

La couche de cellules de granulosa est la source principale de la hausse pré-
ovulatoire de progestérone induite par la LH, et I'augmentation de I'expression de
StAR dans les follicules pré-ovulatoires est nécessaire pour cette augmentation rapide
de la production de progestérone (Johnson, Solovieva et al. 2002). Dans une étude
effectuée chez la truie, 'expression de StAR était & son maximum dans les follicules
en période pré-ovulatoire (LaVoie, Benoit et al. 1997). StAR était fortement
exprimée dans les cellules de la theque précédant I'ovulation chez la truie, puis au
niveau des deux composantes du corpus luteum en développement, soit la granulosa

et la théque (Pescador, Stocco et al. 1999).

Cyclooxygénase 2 (COX-2)

Les premiers indices du rdle des prostaglandines dans l'ovulation proviennent
d'études montrant que l'ovulation ne pouvait se produire chez des lapins pour qui la
synthése de prostaglandines avait été bloquée (Grinwich, Kennedy et al. 1972). On a
éventuellement montré que la cyclooxygénase €tait 'enzyme nécessaire a la synthese

des prostaglandines.

La cyclooxygénase (COX) ou la synthétase de prostaglandine H2 (PGHS) est
l'enzyme limitant le taux de synthése des prostaglandines a partir de l'acide
arachidonique (Vane, Bakhle et al. 1998). Elle existe sous deux formes, COX-1 et
COX-2, encodées par deux geénes différents. La COX-1 est responsable de la
synthése de prostaglandines a activité protectrice (estomac, rein). La COX-2 est
inductible et produit les prostaglandines impliquées dans les processus de
lI'inflammation, de la douleur et de la fievre, ainsi qu'a plusieurs niveaux de la

reproduction (Vane, Bakhle et al. 1998).
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Les souris dont le gene COX-2 a été inactivé sont infertiles dii & de multiples
insuffisances reproductrices, dont l'ovulation, la fertilisation et I'implantation
embryonnaire (Lim, Paria et al. 1997). Il a été démontré que I'activité de COX-2 est
essentielle a la synthese de prostaglandines ovariennes et que l'injection de PGE2
rétablit l'insuffisance ovulatoire chez les souris dont le géene COX-2 est inactivé
(Davis, Lennard et al. 1999). Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (NSAID)
bloquent l'activité de COX-2 et leur utilisation peut causer des problemes de fertilité
(Norman 2001).

PROSTAGLANDINES

Les prostaglandines sont des facteurs lipidiques exergant un large spectre de
processus biologiques, y compris au niveau de la reproduction. Le rdle essentiel de
la PGE2 en reproduction est bien illustré par l'infertilité des souris dont le gene EP2 a

été inactivé, EP2 étant un récepteur de PGE2 (Tilley, Audoly et al. 1999).

Entre autres, les prostaglandines ovariennes sont essentielles a l'ovulation. La
production folliculaire de prostaglandines semble &tre régulée par la disponibilité de
I'acide arachidonique, les activités de COX-2 et des synthétases de prostaglandines
respectives (Ainsworth, Tsang et al. 1990). Les concentrations folliculaires de
prostaglandines augmentent en période pré-ovulatoire chez la truie cyclique, la PGE2
étant la prostaglandine produite de fagon prédominante (Gimeno, Franchi et al. 1985;
Hunter and Poyser 1985). La PGE2 participe au processus de lutéinisation des
cellules de la granulosa chez le porc (Evans, Dobias et al. 1983). Elle protége
également le corpus luteum contre l'action lutéolytique de la PGF2a (Ford and
Christenson 1991), potentiellement en stimulant la production d'estradiol qui aurait
un effet lutéotropique en début de gestation chez le porc (Gregoraszczuk and Michas
1999). En culture, les ratios PGE2:PGF2a influencent le taux de production de
progestérone par les cellules lutéales porcines de fagon directement proportionnelle
(Gregoraszczuk and Michas 1999).
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La PGE2 est produite & partir de l'acide arachidonique par une séquence de trois
réactions enzymatiques se terminant par l'isomérisation de la PGH2 en PGE2 par la
synthétase de PGE (PGES). Récemment on a identifié 3 isoformes de PGES: une
forme cytosolique, cPGES et deux formes microsomales, mPGES-1 et mPGES-2. La
forme mPGES-1 est inductible et associée a COX-2 (Murakami, Naraba et al. 2000).

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Le VEGF est membre d'une famille de peptides angiogéniques qui affectent la
vasodilatation et la perméabilité des capillaires, et stimulent la croissance de cellules
endothéliales in vivo (Nicosia and Villaschi 1999). Par épissage alternatif, 'ARNm
de VEGF donne lieu a trois isoformes principaux (de 121, 165, 189 acides aminés),
ayant des activités biologiques similaires mais dont la biodisponibilité et les cibles
varient considérablement. Les récepteurs de VEGF sont exprimés spécifiquement a
la surface des cellules endothéliales vasculaires, quoiqu'un des récepteurs a été
détecté a la surface de cellules tumorales ovariennes (Boocock, Charnock-Jones et al.
1995). L'expression de 'ARNm de VEGF est augmentée dans les cellules de la
majorité des cancers chez I'humain, dont les cancers ovariens (Boocock, Charnock-
Jones et al. 1995; Doldi, Bassan et al. 1996; Mattern, Stammler et al. 1997). Entre
autres, la PGE2 est un puissant stimulateur de I'expression de VEGF dans les cellules

cancéreuses ovariennes humaines en culture (Zhu, Saed et al. 2004).

L'ovaire est un modéle intéressant pour I'étude de l'angiogénese physiologique et de
la régression vasculaire, puisqu'on y retrouve des changements radicaux de la
vascularisation & chaque stade du cycle oestral. L'angiogénése y est donc
constamment modulée par l'action de facteurs de croissance, de cytokines et
d'inhibiteurs (Stouffer, Martinez-Chequer et al. 2001).

Il est aujourd'hui établi que le développement folliculaire dépend de l'angiogénese de
la couche de la théque (Barboni, Turriani et al. 2000). En effet, I'injection de

fragments de VEGF dans les ovaires de truies miniatures a permis d'augmenter le
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nombre de follicules pré-ovulatoires (Shimizu, Jiang et al. 2003). Le VEGF et ses
récepteurs ont été identifiés dans les ovaires de nombreuses espéces y compris chez
le porc (Reynolds and Redmer 1998).

Les cellules de la granulosa sont les principales sécrétrices de VEGF (Mattioli,
Barboni et al. 2001). L'expression de VEGF dans ces cellules augmente avec le
développement folliculaire pour amener un accumulation de VEGF dans le liquide
folliculaire. La perméabilité vasculaire et la néo-vascularisation a la périphérie
folliculaire sont ainsi augmentées, permettant l'apport de facteurs circulants
nécessaires au besoins fonctionnels grandissants des cellules. Des études menées sur
des truies au jeline ont montré que la perméabilité vasculaire dans les follicules
ovariens était accrue, résultant probablement de la hausse observée de production de
VEGF (Galeati, Spinaci et al. 2003). L'accroissement de la concentration de VEGF
pourrait jouer un réle dans l'ovulation ainsi que la vascularisation subséquente du

corpus luteum (Koos 1995).
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PROBLEMATIQUE

En reproduction, le rdle du tissu adipeux est bien établi. Des désordres reliés tant aux
excédents qu'aux manques de masse adipeuse sont fréquemment la source de
problémes de fertilité. Le PCOS et I'anorexie sont des exemples représentant deux
extrémes de la condition adipeuse ou la fonction reproductrice est affectée.
L'influence des adipokines devient de mieux en mieux connue. Différents facteurs
d’origine adipeuse ont d’ailleurs été grandement étudiés dans les divers axes
hypothalamo-hypophyso-reproducteurs.  L’adiponectine étant le facteur le plus
abondamment sécrété par le tissu adipeux, un réle pour cette adipokine en
reproduction est vraisemblable. En effet, les récepteurs a 1’adiponectine sont présents
dans la plupart des types cellulaires des tissus reproducteurs vérifiés. De plus, deux
modeles d'étude murins suggeérent un réle permissif de I'adiponectine dans la fonction

reproductrice.

Nous avons donc lancé I’hypothése que I'adipokine adiponectine joue un rdle dans la
régulation de fonctions ovariennes chez la truie et ceci permet d’expliquer, au moins
en partie, les variations de fertilit¢ entre individus d’adiposité différente. Plus
spécifiquement, nous avons d'abord vérifié la production d'une adiponectine porcine
pour identifier ses séquences nucléotidique et protéique spécifiques. Nous avons
ensuite vérifié la présence des récepteurs de l'adiponectine, adipoR1 et adipoR2, sur
les cellules porcines de la granulosa, notre sujet d'études. Aprés quoi nous avons
produit une adiponectine porcine recombinante pour étudier ses effets sur la
stéroidogénése et la synthése de prostaglandines in vitro dans les cellules porcines de

la granulosa.
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METHODOLOGIE

Extraction d’ARN total a partir de tissu adipeux

Toutes les étapes ont été effectuées avec du matériel exempt de RNase. A I'abattoir,
du tissu adipeux viscéral a été récolté sur glace et conservé a -70°C jusqu’au temps
d’extraction. Au laboratoire, cent mg de tissu adipeux gelé a été pesé et broyé dans
’azote liquide. La poudre gelée a été transvidée dans un tube sur glace contenant un
mL de TRIzol® Reagent (Gibco BRL, Burlington, ON). Une fois dégelé, le tout a
été homogénéisé a I’aide d’un Polytron® PT 1200 (Kinematica AG, Brinkmann,
Mississauga, ON). Les lipides ont été séparés par centrifugation (12000 X g, 15
minutes, 4°C) et retirés. Les étapes subséquentes ont été effectuées selon les
instructions décrites par le manufacturier. LARN total a été resuspendu dans 30 puL

d'eau exempte de RNase et la concentration a été mesurée par spectrophotométrie a

260 nm. Les échantillons ont été conservés a -70°C.

Synthése d’ADN complémentaires (ADNc) par polymeérisation en transcription
réverse (RT)

Un volume correspondant a un pg d’ARN total (extrait de gras viscéral ou de cellules
de granulosa) a été traité avec 0,4 U de DNase I (RNase free) (Ambion Inc., Austin,
TX) pendant 15 minutes a 37°C. L'ARN ainsi exempt d'ADN génomique a ensuite
été utilisé pour synthétiser des ADNc a I’aide d’amorces déoxy-thymidines (oligo-
(d)T) et de la transcriptase réverse SuperScript™ (Invitrogen, Burlington, ON), selon

les instructions du manufacturier.
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Clonage d’adiponectine porcine

Les séquences de I’adiponectine humaine, bovine, canine et murine ont été alignées
(numéros d’accession NM_004797, NM_174742, AF417206 et NM_009605,
respectivement) et les régions d’homologies ont servi a la conception d’amorces.

Un schéma illustrant la stratégie de clonage est montré a la Figure 1(pages 37-8) et

les différentes amorces sont inclues dans le Tableau I (pages 35-6).

Deux fragments d’adiponectine porcine ont été obtenus par PCR & partir d’'un pL
d'ADNc de tissu adipeux. Un premier fragment de 253 paires de bases (pb),
correspondant aux nucléotides 423 a 676 de la séquence porcine de l'adiponectine
(AY135647), a été obtenu d'une PCR emboitée avec les amorces B et 2, a partir d'un
pL d'une PCR effectuée a 1'aide des amorces A et 1. Un second fragment de 444 pb
(nucléotides 100 a 544 de l'adiponectine porcine) a été obtenu a l'aide des amorces C
et 3. Les fragments ont été insérés dans pGEM®-T Easy Vector System I (Promega
Corp., Madison, WI) et soumis au séquengage automatisé d'ADN sur séquenceur ABI
PRISM 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA) par le service de séquengage de

l'université de Montréal (Faculté de médecine vétérinaire, St-Hyacinthe, Québec).

Pour compléter la séquence codante, des amorces destinées a ’amplification des
extrémités 5’ et 3° (5’- et 3’-RACE, Rapid Amplification of cDNA Ends, Invitrogen)
ont été congues a partir des fragments de séquence porcine déja obtenus (5'R-1, -2 et
-3 pour 5'-RACE; 3'R-1, -2 et -3 pour 3'-RACE). L'amplification des extrémités 5' et
3' est effectuée selon les instruction du manufacturier, chacune avec un pg d'ARN
total. Des fragments de 152 pb et 454 pb ont été obtenus des 5'- et 3'- RACE,
respectivement, et les produits ont été séquencés. Les différents fragments ont été
combinés par chevauchement de séquences communes pour obtenir la séquence

codante compléte de 1’adiponectine porcine (numéro d’accession AY 135647).



21

Clonage partiel des récepteurs porcins de [’adiponectine

Les séquences humaine et murine du récepteur 1 (adipoR1, NM 015999 et
BC014875, respectivement) et du récepteur 2 (adipoR2, NM_024551 et BC024094,
respectivement) de I’adiponectine ont été alignées et des amorces ont été congues a
partir des régions d’homologies (AdipoR1 -A et -1, AdipoR2 -A, -1, -B et -2;
Tableau I, pages 35-6). Des fragments des séquences porcines partielles ont été
obtenus par PCR. Pour l'adipoR1, la PCR a été répétée (2° ronde) avec les mémes
amorces, a partir d'un pL de la premiére PCR (1° ronde) qui ne permettait pas
d'obtenir de produit détectable. Les fragments obtenus de 1044 pb pour adipoR1 et
de 652 pb pour adipoR2 ont été séquencés (numéros d’accession AY452710 pour
adipoR1 et AY452711 pour adipoR2). La présence des messagers pour les deux
récepteurs a été vérifiée par PCR dans les ADNc de cellules porcines de granulosa, a
I’aide d’amorces congues spécifiquement (Lord, Ledoux et al. 2005) a partir des
séquences porcines (AdipoR1 -pA et -pl, AdipoR2 —pA et -pl; Tableau I, pages 35-
6).

Production d’adiponectine porcine recombinante

Toutes les étapes de clonage, d’expression et de purification ont été effectuées a
I’aide du kit QIAexpressionnist (QIAGEN, Mississauga, ON) avec le vecteur pQE-30
(6xHIS en N-terminal) selon les instructions du manufacturier, avec les précisions

suivantes:

Clonage. Des sites de restriction BamHI (en 5’ de 'amorce) et HindlII (en 3’
de l'amorce) ont été ajoutés par PCR (amorces Bam et Hind) & la séquence de
I’adiponectine porcine dont la séquence du signal de sécrétion (nucléotides 1-45) a
été exclue (Tableau I, pages 35-6). La souche d'expression Escherichia coli

M15[pREP4] (QIAGEN) a été utilisée pour la transformation.
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Expression. L’expression protéique a été induite par 1 mM isopropylthio-B-D-
galactoside (IPTG) aprés 90 minutes de culture a 37°C, avec agitation. L'incubation
s'est poursuivi a 37°C avec agitation, puis le surnageant a été éliminé par
centrifugation (4000 X g, 30 minutes, 4°C) 4 heures apres I'induction de I'expression
protéique. Les culots ont été pesés et conservés a -20°C jusqu’au temps de

purification.

Purification. Toutes les étapes subséquentes ont été effectuées a 4°C, avec des
tampons froids. Les culots de bactéries ont été dégelés puis resuspendus dans 4 mL
tampon de lyse (50 mM NaH,;PQy4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole (QIAGEN), pH
8,0) par gramme de bactéries et incubés avec 1 mg/mL de lysozyme (Amersham
Biosciences, Baie d'Urfé, QC) pendant 30 minutes, puis 4 mg/mL DNAse I
(Amersham), 10 mg/mL RNAse A (Amersham) et 1% Triton-X 100 (Sigma,
QOakville, ON) ont été ajoutés pour 15 minutes. La purification s’est poursuivie selon
les instructions du manufacturier (QIAGEN). Le contenu de chaque fraction a été
confirmé par séparation d’un aliquot par SDS-PAGE (gel 12% d'acrylamide), suivi
d’une coloration au bleu de Coomassie (4 heures de coloration (50% méthanol, 10%
acide acétique glacial, 0,25% Coomassie brilliant blue 250, Invitrogen), suivies de 24

heures de décoloration (50% méthanol, 10% acide acétique glacial)).

La protéine purifiée a été resuspendue dans le milieu utilisé pour les cultures de

cellules de granulosa (MEM, Gibco), par centrifugations des fractions d’élution sur
colonnes Amicon® Ultra-15 (5 X 30 minutes, 3500 X g, 4°C, Millipore, Nepean,
ON). La concentration de protéine a été déterminée par absorbance a 595 nm

(méthode de Bradford, BIO-RAD, Mississauga, ON) et des aliquots ont ét€ congelées

a-86°C.

Production d'un extrait bactérien (6xHIS sans adiponectine)

En paralléle a la production d'adiponectine recombinante, le vecteur pQE30 auquel

aucun insert n'a été ajouté (produisant seulement le 6xHIS) a été utilisé pour une
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transformation dans la méme souche bactérienne et le tout a été soumis de fagon
identique aux ¢tapes d'expression et de purification décrites ci-haut pour
I'adiponectine porcine. L'extrait bactérien ainsi obtenu (6xHIS sans adiponectine) a
été utilisé comme contréle de purification, afin d'éliminer la possibilité que les effets
observés soient dus a de potentielles endotoxines bactériennes présentes dans la

suspension finale.

Culture de cellules porcines de la granulosa

Toutes les étapes ont été effectuces avec du matériel et des solutions stériles, sur
glace. Des ovaires de truies prépubéres ont été récoltés a 1’abattoir (Olymel, St-
Valérien de Milton), dans une solution saline contenant 5 mL/L Penicillin-
Streptomycin (pen-strep, Gibco) et 2.5 mL/L fungizone amphotericin B (fungizone,
Gibco). Les follicules moyens-gros (4-7mm) de chaque ovaire ont été ponctionnés
pour en aspirer le liquide folliculaire et les cellules de la granulosa. Le tout a été

récupéré dans un tube sur glace.

Les cellules de la granulosa ont été lavées par une série de 3 centrifugations (1000 X
g, 20 minutes, 4°C) dans le milieu de culture froid (Opti-MEM). Les cellules ont été
resuspendues a 6-8 million de cellules par mL de milieu (Opti-MEM, 4% FBS
(Gibco)+ pen-strep et fungizone) et 4 mL par puit ont été ensemencés (plaques de 6
puits, Sarstedt, Montréal, QC). Les plaques ont été incubées a 37°C avec 95%
d’humidité relative et 5% de CO, pour 24 heures, pour permettre I’attachement des
cellules. Le milieu a alors été remplacé par du milieu sans sérum. L’incubation s’est
poursuivi dans les mémes conditions pour 12-18 heures supplémentaires avant

d'effectuer les traitements.

Traitements a l'adiponectine des cellules de granulosa en culture
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Trois doses d'adiponectine recombinante porcine (2,5, 10 et 25 pg/mL) ont été
choisies selon les concentrations physiologiques décrites chez I'humain et présentées
aux cellules de granulosa en culture. Comme contr6le supplémentaire, le méme
volume de l'extrait bactérien (6xHIS sans adiponectine) a été ajouté & des puits
réserves a cet effet. Les cultures cellulaires ont été laissées pour 2, 6, 12 et 24 heures

d'incubation, aprés quoi les milieux, protéines totales et ARN ont été récoltés.

Extraction d’ARN total a partir de cellules en culture

Toutes les étapes ont été effectuées avec du matériel exempt de RNase. Les milieux
de culture ont été aspirés et conservés a -20°C. A chaque puit, 300 pL. d’une solution
de guanidine isothiocyanate (GITC, Gibco) contenant 0,835 % B-mercaptoéthanol (B-
Me, Sigma) ont été ajoutés. Les plaques ont été congelées a -20°C jusqu’au temps

d’extraction.

Les plaques ont alors été dégelées a la température de la piéce. Le contenu de chaque
puit a ét¢ homogénéisé par aspirations répétées (aiguille 21G). Un volume (300 pL)
d’éthanol 70% a été ajouté, puis le tout a été chargé sur une colonne du RNeasy®
Protect Mini Kit (QIAGEN). L’extraction s’est poursuivie selon les instructions du
manufacturier. LARN total a été resuspendu dans 30 pL. d'eau exempte de RNase et
la concentration a été mesurée par spectrophotométrie 4 260 nm. Les échantillons

ont été conservés a -70°C.
Extraction de protéines totales a partir de cellules en culture
Le milieu de culture a été retiré par aspiration (conservé a -20°C) et 200 uL de

tampon de chargement au SDS (62.5 mM Tris-HCI1 (pH 6.8), 2% SDS, 10% glycérol,
50 mM DTT, 0,01% bleu de bromophénol) a été ajouté dans chaque puit. Le tout a
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été homogénéisé par aspirations répétées et conservé a -20°C jusqu’au temps

d’analyse.

Immunobuvardage (Western blot)

Pour la détection de COX-2, 20-40 uL de protéines totales ont été bouillis (5 minutes,
100°C) et séparés par SDS-PAGE (gel séparateur a 12% de polyacrylamide avec gel
concentrateur a 5% de polyacrylamide) a 70V pour 30 minutes puis 120V pour 4
heures, dans le tampon d’électrophorése (5 mM Tris, 50 mM glycine, 0,02% SDS,
pH 8.3). Pour I’adiponectine recombinante, 100 ou 500 ng de protéine purifiée ont
été bouillis et séparés par SDS-PAGE (gel 4 12% de polyacrylamide) a 90V pour 3

heures.

Les protéines séparées dans le gel ont par la suite été transférées sur une membrane
de nitrocellulose (Trans-Blot® Transfer Medium, BIO-RAD) par transfert semi-sec
(toute la nuit, 20V, 4°C), dans le tampon de transfert (39mM glycine, 48mM Tris,
0,37% SDS, 20% méthanol, pH 8.3). La membrane a été rincée a I’eau distillée,
exposée au Ponceau-S (Sigma) pour 15 minutes pour visualisation des bandes, rincée

a I’eau a nouveau puis soumise a une série de lavages en tampon de blocage (0,1M
Tris, 0,9% NaCl, pH 7.5 avec 0,1% Tween-20).

La membrane a été exposée a ’antisérum anti-COX2 243 (Lajoie, Sirois et al. 2002)
ou a l'antisérum anti-adiponectine (Tsao, Murrey et al. 2002). L'anti-COX2 243
(généreux don de Stacia Kargman, Merck, Kirkland, QC), provenant de lapins
immunisés contre la COX-2 placentaire de mouton, a été dilué 1:10000 dans le
tampon de blocage. L'anti-adiponectine (généreux don de T.S. Tsao, Whitehead
Institute for Biomedical Research, Cambridge, Massachusetts), provenant de lapins
immunisés contre un peptide d'adiponectine murin (Tsao, Murrey et al. 2002), a été
dilué 1 :5000 dans le tampon de blocage. La membrane a été incubée avec l'anticorps

a 4°C pour la nuit, avec agitation.
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La membrane a €té lavée plusieurs fois dans le tampon de blocage puis incubée avec
un second anticorps (Ig d’ane anti-lapin, avec peroxydase de raifort (HRP)
conjuguée, Amersham) dilué dans le tampon de blocage (1 : 10000 pour COX-2,
1 :5000 pour adiponectine) pendant 2 heures a température piéce, avec agitation.
Apres plusieurs lavages subséquents dans le tampon de blocage, 5 mL de substrat de
la HRP (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent substrate, Pierce, Rockford, IL)
par membrane ont été ajoutés et laissés pendant 5 minutes maximum. La membrane
a été exposée a un film radiographique (Biomax MR-1, Kodak, Mandel Scientific,
Guelph, ON). La pellicule radiographique a été développée et I'image a été
numérisée et quantifiée (Image J, National Institutes of Health, USA).

PCR semi-quantitatif

Les ADNc de cellules de la granulosa traitées ou non avec 1’adiponectine ont été
utilisés. L’abondance relative des messages de 1’aromatase, de StAR, de COX-2, de
mPGES-1 (forme inductible) et de VEGF (tous les isoformes) a été déterminée par
PCR semi-quantitatif en utilisant la cyclophilline comme controle de la quantité
d’ARN ajoutée et de I’efficacité de la RT-PCR (amorces Tableau II, pages 39-40).
Les amorces pour l'aromatase (arom B et 2) ont été congues a partir de la séquence
porcine (numéro d'accession U92245) et ont permis d'obtenir un fragment de 521 pb.
Les amorces pour StAR (StAR B et 2) ont été congues a partir de la séquence porcine
(numéro d'accession NM_213755) et ont permis d'obtenir un fragment de 325 pb.
Les amorces pour COX-2 (COX-2 A et 1) ont été congues & partir de la séquence
porcine (numéro d'accession AY028583) et ont permis d'obtenir un fragment de 412
pb. Les amorces pour mPGES-1 (PGES F et 1) ont été congues a partir des
séquences de rat et de bovin (numéros d'accession AF280967 et NM_ 174443,
respectivement) et ont permis d'obtenir un fragment de 220 pb. Les amorces pour
VEGF (VEGF A et 1) ont été congues a partir de la séquence porcine (numéro
d'accession AF318502) et ont permis d'obtenir un fragment de 420 pb. Les amorces
pour cyclophilline (cyclo A et 1; décrites dans Lord, Ledoux et al. 2005) ont permis
d'obtenir un fragment de 450 pb.



27

Pour chaque géne étudié, une courbe d’amplification par PCR a été produite afin de
déterminer le nombre de cycles permettant d’obtenir un produit en phase
exponentielle d’amplification. Tous les échantillons ont été soumis & une PCR pour
le nombre de cycles déterminé pour chaque gene (Tableau II, pages 39-40). Les
produits de PCR ont été séparés sur gels d’agarose 1% et révélés au bromure
d’éthidium, puis les images ont été numérisées et quantifiées (Image J, NIH). Une
premiére valeur d'expression d'ARNm pour chaque gene dans chaque échantillon est
obtenue selon la valeur numérisée du gene étudié relative a la valeur numérisée du
géne domestique, la cyclophilline (géne/ cyclophilline). Enfin, les résultats sont
présentés sous forme du niveau d’expression du géne dans I’échantillon cellulaire
traité¢ (adiponectine 25 pg/mL, A) relativement a l'expression de ce méme géne dans

I'¢échantillon cellulaire non traité (contrdle, C) a chaque période d’incubation (A/C).

Essai Radio-Immunologique (RIA) pour PGF2a

La concentration de PGF2a a été mesurée pour chaque échantillon dans 100 uL de
milieu de culture, avec un anticorps polyclonal de lapin d’Assay Designs, Inc (Ann
Arbor, MI); la réactivité croisée avec 13,14-dihydro-15-keto-PGF2a (PGFM), 6-
keto-PGFla, PGD2, PGE2 et I’acide arachidonique était de 0,07, 6,1, 0,6, 0,2 et
0,002%, respectivement, a 50% de déplacement. Chaque valeur correspond & la
moyenne des résultats de trois échantillons (chacun en duplicata) obtenus
d'expériences indépendantes. La sensibilité de I’essai était de 62,5 pg/ mL, et les
coefficients de variation intra- et inter-essai €taient de 9,2 et 12,3%, respectivement.
Les concentrations de valeur inférieure a la limite de détection de l'essai ont été

considérées de concentration 57,5 pg/mL.



28

Quantifications immunologiques (EIA) de PGE2 et VEGF

Les concentrations de PGE2 et VEGF ont été mesurées par EIA a I’aide des trousses
Enzyme Immunoassay for Prostaglandin E2 (Oxford Biomedical Research, Oxford,
MI) et Quantikine® Human VEGF Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis,
MN), respectivement, selon les instructions des manufacturiers. Chaque valeur
correspond a la moyenne des résultats de trois échantillons (chacun en duplicata)
obtenus d'expériences indépendantes. Toutes les mesures ont été effectuées dans un
seul essai pour chaque quantification, pour lesquels le coefficients de variation
internes se situaient entre 1,1 et 4,3 % pour PGE2 et entre 3,5 et 6,5 % pour VEGF
(calculés entre duplicatas). Les concentrations de PGE2 de valeur inférieure a la

limite de détection de la trousse (100 pg/mL) ont été considérées de concentration 95
pg/mL.

Analyses statistiques

Chaque expérience a été effectuée sur des cellules folliculaires de la granulosa
provenant de la combinaison d’ovaires de plusieurs truies. Chaque traitement a été
effectué en triplicatas et répété en duplicatas sur des cellules de pools obtenus de
journées différentes. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart-
type de 3 expériences indépendantes. Une analyse de variance ANOVA a été
effectuée pour déterminer 1'effet des traitements et du temps. En présence d'un effet
significatif, les moyennes individuelles ont été soumises a un test de comparaison

d'attributs multiples de Duncan.
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RESULTATS

Clonage d’adiponectine porcine et des récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 porcins

Tel que suspecté, 1'espece porcine produit de l'adiponectine. De I'ARN extrait de
tissu adipeux viscéral de porc a effectivement permis d'obtenir la séquence codante
complete de l'adiponectine porcine. Le Tableau III (pages 41-2) montre les
pourcentages d’homologies entre les séquences nucléotidiques porcines obtenues
dans notre laboratoire comparativement aux séquences humaine et murine
disponibles (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). La séquence de 1’adiponectine
porcine contenait 84% et 89% d’homologie avec les séquences humaine et murine,
respectivement. La séquence nucléotidique obtenue correspondait également a 99%
aux séquences d'adiponectine porcine obtenues plus tard par deux autres groupes de
recherche (Ding, Liu et al. 2004; Jacobi, Ajuwon et al. 2004).

L'existence des deux récepteurs de l'adiponectine, AdipoR1 et AdipoR2 a également
été confirmée chez le porc et les séquences nucléotidiques partielles obtenues dans
notre laboratoire correspondent a 98% et 100% aux séquences porcines respectives
obtenues par un autre groupe de recherche (Ding, Liu et al. 2004). L’homologie
observée entre les séquences nucléotidiques porcines des récepteurs 1 et 2 de
I’adiponectine et les séquences nucléotidiques correspondantes humaines et murines
est particulicrement élevée (Tableau III, pages 41-2). Ainsi, l'adipoR1 porcin était
homologue a 92% comparativement a chacune des séquences humaine et murine, et
I'adipoR2 porcin était a 92% et 90% homologue avec les séquences humaine et
murine, respectivement. La présence du messager de chacun des deux récepteurs de
l'adiponectine a été détectée dans chaque tissu porcin étudié (Lord, Ledoux et al.
2005), y compris dans les cellules de la granulosa (Figure 3, pages 45-6).
L'expression de chacun des deux récepteurs de l'adiponectine a été confirmée a tous
les stades de développement du follicule et du corpus luteum, vérifié a partir de
I'ARN total extrait d'échantillons frais de cellules de granulosa, obtenu pour chaque

stade (résultats non montrés). Cependant, nous n'avons pas observé de différence
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dans I'expression de I'un ou l'autre des récepteurs au niveau des cellules de granulosa
en culture, ni dans le temps, ni dans les échantillons ayant été traités avec
l'adiponectine recombinante comparativement aux contrdles (Figure 3, pages 45-6).
Toutefois, nous n'avons pas approfondi d'avantage sur cette question. Un plus grand
échantillonnage serait donc nécessaire afin de pouvoir appuyer statistiquement cette

affirmation.

Production d’adiponectine porcine recombinante

La Figure 2 (pages 43-4) montre le résultat d’un immunobuvardage obtenu 4 partir de
100 et 500 ng d’adiponectine porcine recombinante. On peut y observer une bande
principale correspondant au monomere d'adiponectine de la taille attendue, soit a 25
kDa. Le retrait de la séquence codant pour le signal de sécrétion explique I'obtention
d'un monomere de taille plus petite que 30 kDa, poids moléculaire de I'adiponectine
de pleine longueur. La Figure 2 (page 43-4) permet également d'observer une
seconde bande correspondant & ce qui est vraisemblablement un trimére
d’adiponectine, soit a 75 kDa. La détection par I’antisérum confirme 1’identité de
’adiponectine pour les deux fragments. L’assemblement des unités d’adiponectine
en trimeres se fait de fagon covalente entre résidus cystéine. Les agents dénaturants
utilisés dans le tampon de chargement et dans la SDS-PAGE (DTT ou B-Me) ne
peuvent détruire ce lien, tel qu’observé par un autre groupe de recherche (Tsao,
Tomas et al. 2003).

Effets de l’adiponectine sur l’expression de genes de la stéroidogéneése

Dans les puits ou les cellules avaient été traitées avec 25 pg/mL d’adiponectine
recombinante, I’expression de 'ARNm de I’aromatase était réprimée (Figure 4A,
pages 47-8) tandis que celle de StAR était stimulée (Figure 5A, pages 49-50).
L’ampleur de ces effets est maximal a 12 heures d’incubation dans les deux cas, ol

I’expression de 'ARNm de I’aromatase était réduite a 40% de celle du contrdle et ou
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I’expression de 'ARNm de StAR était 3 fois plus importante que dans les puits de
cellules non traitées. Pour ces deux geénes, I’effet s'était estompé quelque peu a 24
heures, sans toutefois étre complétement effacé. En effet, I’expression de
I’aromatase n’était qu’a 75% de celle observée pour les cellules contrdles, et
I’expression de StAR est demeurée 2,5 fois plus importante. Aucun effet de 1'extrait
bactérien n'a été observé sur les niveaux d'ARNm de I'aromatase ou de StAR (Figures
4B et 5B, pages 47-8 et 49-50 respectivement), ol le niveau d'expression obtenu pour
l'une et l'autre cible aprés 12 heures d'incubation équivalait a celui du contrdle
respectif. Ceci suggérait que seule l'adiponectine était responsable des variations
observées sur l'expression des deux geénes de régulation de la stéroidogénése,

aromatase et StAR.

Effets de [’adiponectine sur [’expression de COX-2

La répression de l'expression de l'aromatase, accompagnée d'une stimulation de
l'expression de StAR déclenchées in vitro par l'adiponectine, rappelle un patron in
vivo observé dans les cellules de granulosa de follicules pendant la période qui
précede tout juste l'ovulation. Afin de vérifier le potentiel de I'adiponectine a
produire des effets correspondant a l'induction de l'ovulation dans les cellules de
granulosa, nous nous sommes penchés sur l'expression de COX-2. Des recherches
suggéraient déja la capacité¢ de l'adiponectine a stimuler l'expression de COX-2
(Yokota, Meka et al. 2002; Yokota, Meka et al. 2003). L’incubation de cellules
porcines de la granulosa avec 25 pg/mL d’adiponectine a amené une forte stimulation
de ’expression du messager de COX-2 avec le temps (Figure 6A, pages 51-2). Cet
effet ne semblait pas étre dii & une possible contamination de l'adiponectine
recombinante par des endotoxines bactériennes puisque l'extrait bactérien (6xHIS
sans adiponectine) n'avait aucun effet sur 'expression de COX-2, méme aprés 12
heures d'incubation (Figure 6B, pages 51-2). L’induction de COX-2 dans les cellules
traitées a 1’adiponectine était déja observable apres 2 heures (induite 4 fois plus que
dans les contrdles), continuait de grimper a 6 heures (9 fois les contrdles) et devenait

maximale aprés 12 heures (induite 14 fois). L'induction demeurait soutenue apres 24
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heures (5 fois les contrdles) mais l'effet était moindre qu'a 12 heures. Un
immunobuvardage a permis de confirmer la présence de la protéine COX-2 dans les
échantillons traités a I'adiponectine a 12 heures d'incubation. La protéine COX-2
n'était détectable qu'en faible quantité dans les cellules non traitées avec
I'adiponectine recombinante ou dans les contrdles incubés avec l'extrait bactérien

(6xHIS sans adiponectine) (Figure 6C, pages 51-2).

Effets de l’adiponectine sur la sécrétion de prostaglandines

Afin de confirmer l'activité de COX-2 dans les cellules traitées a I'adiponectine,
l'abondance des prostaglandines PGF2a et PGE2 dans les milieux de cultures a été
vérifiée. L'accumulation de chacune des deux prostaglandines a été mesurée par
essais immunologiques. La détection de PGF2a par RIA montrait une accumulation
de pres de 4 fois plus importante dans les milieux des cellules de la granulosa traitées
a l'adiponectine a 12 heures (Figure 7A, pages 53-4), comparativement aux milieux
des cellules contrdles dont 'accumulation de PGF2a. était souvent de concentration
sous les limites de détection de l'essai (62,5 pg/mL). L'accumulation était encore
plus importante 4 24 heures, atteignant des niveaux de prés de 5 fois ceux des
contrles (de concentrations souvent sous les limites de détection). Cependant la
majorité de sécrétion de PGF2a semblait se produire jusqu'a 12 heures, ce qui
pourrait suggérer un ralentissement de la production de cette prostaglandine. Les
concentrations de PGF2a des contrdles se situaient entre la valeur minimale et 154,9
pg/mL. L'accumulation de PGE2 mesurée par EIA était de 2 a 3 fois plus importante
a 12 heures dans les milieux de cellules traitées a l'adiponectine comparativement aux
contrdles, mais la détection s'est amplifiée entre 12 et 24 heures dans les milieux des
cellules traitées & I'adiponectine pour atteindre des niveaux en moyenne 14 fois plus
concentrés que ceux mesurés pour les cellules contrdles (Figure 7B, pages 53-4). Ici
encore, les concentrations de PGE2 dans les milieux des cellules contréles étaient
fréquemment sous les limites de détection de la trousse (100 pg/mL) et se situaient
entre la valeur minimale et 300 pg/mL. Ainsi I'accumulation de prostaglandines

PGF2a et PGE2 dans les milieux de culture des cellules traitées a 'adiponectine a
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permis de confirmer l'activité de COX-2 dans ces cellules, laquelle semblait
d'avantage dirigée vers la production de PGE2 que de PGF2a. Aucune accumulation

n'a pu étre mesurée dans les contrdles ayant recu de l'extrait bactérien (résultats non

montres).

Effets de I’adiponectine sur I'ARNm de la mPGES-1

L'accumulation principalement observée de prostaglandine PGE2 dans les milieux de
cellules traitées a l'adiponectine a mené notre investigation vers la mesure du
messager de 'enzyme de conversion de PGH2 spécifiquement en PGE2, la synthétase
de PGE, plus spécifiquement la mPGES-1 (forme inductible). Les traitements a 25
pg/mL d'adiponectine ont amené une stimulation marquée de l'expression de la
mPGES-1 avec le temps dans les cellules de la granulosa en culture,
comparativement aux contrdles non traités ou ceux ayant regu l'extrait bactérien
(6xHIS sans adiponectine) (Figure 8A et 8B, pages 55-6). Nous avons réussi a
mesurer une stimulation de l'expression du messager de mPGES-1 par I'adiponectine
jusqu'a pres de 9 fois celle des controles. Comme pour les autres génes étudiés, c'est
a 12 heures d'incubation avec l'adiponectine que l'on a pu observer le maximum de
l'induction du messager, induction qui persistait, mais de fagon beaucoup moindre (3
fois), & 24 heures. Deés 2 heures cependant, on pouvait commencer a voir une
stimulation significative de PGES dans les cellules de la granulosa en présence
d'adiponectine recombinante (Figure 8A, pages 55-6). La présence d'une stimulation
de l'expression du messager de la PGES permet de confirmer l'observation d'une
accumulation marquée de PGE2 dans les milieux de culture des cellules traitées avec

'adiponectine.

Effets de 'adiponectine sur l'expression de VEGF

L'expression relative du messager de VEGF par l'adiponectine a aussi été vérifiée

dans notre systeme de culture de cellules de granulosa car l'effet de la PGE2 sur
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VEGEF est couramment suggéré dans la littérature (Abdel-Majid and Marshall 2004).
En effet, dans les échantillons exposés & I'adiponectine recombinante, le messager de
VEGEF est détecté 2 fois plus fortement que dans les échantillons non traités, dés 6
heures du début des traitements (Figure 9A, pages 57-8), atteignait un maximum a 12
heures (4 fois) et persistait a 24 heures mais de fagon réduite (2 fois). L'incubation
avec l'extrait bactérien (6xHIS sans adiponectine) n'a produit aucun effet significatif
sur l'expression de VEGF dans les cultures de cellules de granulosa, méme apres 12
heures d'incubation (Figure 9B, page 57-8). Afin de vérifier que I'ARN est traduit en
protéine, laquelle est ensuite sécrétée par les cellules, l'accumulation de VEGF a été
mesurée dans les milieux de culture par essai immunologique (EIA). Les niveaux de
VEGF mesurés dans les milieux provenant de cellules traitées a l'adiponectine
pendant 12 heures étaient prés de 3 fois plus importants que dans les contrdles
(Figure 9C, page 57-8). Cette différence d'accumulation était mesurable apres 6
heures (environ 2 fois) et maintenue a 24 heures de culture, sans qu'il n'y ait
d'accumulation additionnelle importante, suggérant un arrét de la sécrétion de VEGF
ou une probable dégradation de la protéine. Les données du message suggerent
plutdt la premiére possibilité. Il n'y avait aucune accumulation mesurable de VEGF
dans les échantillons ayant été exposés a l'extrait bactérien aprés 12 heures

d'incubation (résultats non montres).
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Tableau I. Amorces PCR utilisées pour le clonage des homologues porcins de
I’adiponectine (Acrp30) et de ses récepteurs (AdipoR1 et AdipoR2), et pour la
production d’adiponectine porcine recombinante (pACRPr).

Les détails de conception d'amorces PCR et des étapes de clonage sont décrits dans la
méthodologie. Un schéma de la stratégie de clonage de l'adiponectine porcine est
illustré a la Figure 1. Les sites de restrictions ajoutés aux amorces utilisées pour la
production d'adiponectine porcine recombinante (BamHI et HindIIl) ont été
soulignés. Les températures d'hybridation des amorces (temp.), le nombre de cycles

et la longueur des fragments obtenus sont indiqués.
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Gene Amorce’  Séquence de I’amorce Longueur Temp. Cycles
(pb)’ (°Ccy
Acrp30 A(s) 5'- YCCVGGAACCCCWGGCAGGAAA-3 - 55 35
1 (as) 5'- CCRTACACC TGGAGCCAGACTT- ¥
B (s) 5-TCAGCRTTCAGTGTGGGGYTGGAGA- 3' 253 50 35
2 (as) 5'- GCCTGGTCCACATTATTTICCT-3
C(s) 5'- TGCTGGGAGCTGTTCTACTG -3' 444 55 35
3 (as) §'- AGTGGAATTTGCCAGTGGTGACA- 3'
5’'R-1 5'- ATA CCC GCC ATC CAG CCT-3' - 55 35
5’R-2 5'- GTA GTG CTC CAG GCT TCT- ¥ - 55 35
5'R-3 5'- GGT TTC CTG GCC GAG ACT-3' 152 55 35
IR-1 §'- GAA GGT CAG CCT CTA CAA-3' - 54 35
3'R-2 §'- GAA GGA CAA GGC TGT ACT-3' - 54 35
3’R-3 5'- CAC CTA CGA CCA GTA CCA- 3 454 54 35
AdipoR/ A(s) "5-CTG GCT GAR CTG GGR CCC CTG CTR GAR GAGAAG-3  (I° ronde): 63 10
- 59 15
54 10
1 (as) 5'- AAG GGW GTC RTC RGT ACA GCC RCC TTCTAGGCC-3'  (2° ronde): 59 15
1044 54 20
pA (s) 5'- AACCCACCCAAAGCTGAAGA -3 344 58 35
pl (as) 5'- CTGAGCATGGTCAAGATTCC -3'
AdipoR2 A(s) 5 CAG GAA GAT GAR GGS TTT ATG GGC ATG TCC- 3 - 60 30
1 (as) 5'- CTG GWK MCT GGW RRG TAT CAC AGT GCA TCC- 3'
B (s) 5'- GCCTGGGGATCTTTTAT-3' 652 50 15
47 15
2 (as) §'- CCC GCC RAT CAT GA- 3
PA (s) 5'-GCC TGG GGA TCT TTT ATATGT TTC-3' 650 52 32
pl (as) 5'- GCC GAT CAT GAA GCG AA-3
pACRPr Bam(s)  5- GGATCCGGCCAGGAAACCACCGAGAAGCCTGG -3 762 55 35
Hind (as) 5-AAGCTTCTCTGAGTTGGCAGTGCTCATCAT -3'

¥s= amorce sens; as = amorce anti-sens; p = spécifique a la séquence porcine.

® pb: paires de bases.
€°C: degrés Celcius.
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Figure I. Schéma du positionnement des amorces PCR, illustrant la stratégie de
clonage de 1’adiponectine porcine (Acrp30).

Le long trait foncé représente la séquence nucléotidique de l'adiponectine porcine
(AY135647). Les codons START (ATG) et STOP (TGA) sont indiqués par de petits
traits verticaux sur la séquence. Les amorces énumérées dans le Tableau I sont
positionnées approximativement selon leur position d'hybridation sur la séquence
d'adiponectine porcine. Les traits unis pales chevauchant la séquence I'adiponectine
représentent les produits obtenus par la combinaison des amorces indiquées,
flanquant les traits (produits PCR, au-dessus de la séquence) ou a leur extrémité
(produits RACE, en-dessous de la séquence). Le trait pointillé correspond 2
I'équivalent d'un produit de PCR attendu avec les amorces A et 1 (non visualisé sur
gel), ayant servi de matrice pour la PCR emboitée effectuée avec les amorces B et 2.
Pour les amorces de PCR, les lettres majuscules correspondent a des amorces sens et

les nombres correspondent a des amorces anti-sens.



START | C

3

j STOP

5R3, 5R2, 5R1

3R1, 3R2,3R3
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Tableau II. Amorces PCR utilisées pour les amplifications des génes de l'aromatase
(arom), de StAR, de COX-2, de mPGES-1 (PGES), de VEGF et de cyclophilline
(cyclo).

Les amorces ont été congues a partir de séquences porcines, sauf pour PGES (détails
dans la méthodologie). Les températures d'hybridation des amorces (temp.), le

nombre de cycles et la longueur des fragments obtenus sont indiqués.
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Géne Amorce Séquence de I’amorce Longueur Temp. Cycles
(pb)' ccy
Arom B 5- TGCTGCTCACTGGCTTTCTTCTCT -3' B2: 521 61,5 35
2 5'- AGAGGTTGTTAGAGGTGTCCAGCA -3
StAR B 5-AACATGAAGGGGCTGAGGCAC -3' B2:325 62,0 30
2 5'- TCCACCACCACCTCCAGC -3
COX-2 A 5'- ATGGGTGTGAAAGGGAGGAAAGAG -3 AL 412 61,5 35 }
1 §'- ATCATCAGACCAGGCACCAGACCA -3
PGES F 5'- GCTGCGGAAGAAGGCTTTTG -3' F1:220 60,0 32
1 5'- AAGTAGGCCACGGTGTGTAC -3'
VEGF A 5'- CTCCGAAACCATGAACTTTCTG -3 Al:420 58,0 28
1 5- CTCGCTCTATCTTTCTTTGGTCT -3'
Cyclo A 5'- ACCGTCTTCTTCGACATCGC -3' Al:450 62,0 24
1 5'- CTTGCTGGTCTTGCCATTCC -3'

? pb: paires de bases.
boC: degrés Celcius.
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Tableau III. Pourcentages d’homologies entre les séquences nucléotidiques
porcines, humaines et murines d’adiponectine, adipoR1 et adipoR2.

Les numéros d'accession dans GenBank sont indiqués entre parenthéses.



Séquence porcine

Homologies a séq. humaines

Adiponectine (AY135647)

AdipoRI
AdipoR2

(AY452710)
(AY452711)

42

Homologies a séq. murines

84% (NM_004797)
92% (NM_015999)
92% (NM_024551)

89% (NM_009605)
92% (BC014875)
90% (BC024094)
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Figure 2. Immunobuvardage d'adiponectine recombinante porcine.

Des aliquots de 100 ou 500 ng d'adiponectine recombinante porcine ont été séparés
par SDS-PAGE (gel 12% de polyacrylamide) puis transférés sur membrane de
nitrocellulose. Deux fragments (monomere, 25 kDa et trimére, 75 kDa) ont pu étre
détectés suite a une incubation avec de l'antisérum dirigé contre un fragment

d'adiponectine murin (1:5000).



Trimere, 75 kDa

Monomeére, 25 kDa -

500 ng

100 ng
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Figure 3. L'adiponectine n'affecte pas l'expression de ses récepteurs, AdipoR1 et
AdipoR2, dans les cellules porcines de la granulosa in vitro. Gel montrant le résultat
obtenu par RT-PCR semi-quantitatif pour AdipoR1 (R1) et AdipoR2 (R2).

cyclo: cyclophilline; C: contrdle (sans adiponectine); A: adiponectine 25 pg/mL.
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Figure 4. L'adiponectine réprime l'expression de I'ARNm de l'aromatase dans les
cellules porcines de la granulosa in vitro. A) Gel d'agarose montrant un résultat
typique de PCR semi-quantitatif pour l'aromatase et représentation graphique des
moyennes *+ écarts moyens des résultats de trois cultures. Pour chaque échantillon,
des PCR pour arom et pour cyclo ont été effectuées, puis le produit de arom/cyclo a
été obtenu (soit C, soit A). A chaque temps indiqué dans le graphique, la barre
indique le résultat de A/C. Le traitement a I'adiponectine est significatif a P< 0,001.
Les lettres minuscules différentes = P< 0,05. B) Gel montrant un résultat obtenu par
PCR semi-quantitatif pour l'aromatase apres 12 heures d'incubation, avec l'extrait
bactérien comme contrdle de purification.

arom: aromatase; cyclo: cyclophilline; C: contrdle (sans adiponectine recombinante);

A: adiponectine 25 pg/mL; bact: extrait bactérien (6xHIS sans adiponectine).
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Figure 5. L'adiponectine stimule l'expression de 'ARNm de StAR dans les cellules
porcines de la granulosa in vitro. A) Gel d'agarose montrant un résultat typique de
PCR semi-quantitatif pour StAR et représentation graphique des moyennes + écarts
moyens des résultats de trois cultures. Pour chaque échantillon, des PCR pour StAR
et pour cyclo ont été effectuées puis le produit de StAR/cyclo a été obtenu (soit C,
soit A). A chaque temps indiqué dans le graphique, la barre indique le résultat de
A/C. Le traitement a l'adiponectine est significatif a P< 0,001. Les lettres
minuscules différentes = P< 0,05. B) Gel montrant un résultat obtenu par PCR semi-
quantitatif pour StAR aprés 12 heures d'incubation, avec l'extrait bactérien comme
contrdle de purification.

cyclo: cyclophilline; C: contrdle (sans adiponectine recombinante); A: adiponectine

25 pg/mL; bact: extrait bactérien (6xHIS sans adiponectine).
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Figure 6. L'adiponectine stimule l'expression de ' ARNm de COX-2 dans les cellules
porcines de la granulosa in vitro. A) Gel montrant un résultat typique de PCR semi-
quantitatif pour COX-2 et représentation graphique des moyennes + écarts moyens
des résultats de trois cultures. Pour chaque échantillon, des PCR pour COX-2 et pour
cyclo ont été effectuées puis le produit de COX-2/cyclo a été (soit C, soit A). A
chaque temps indiqué dans le graphique, la barre indique le résultat de A/C. Le

traitement a l'adiponectine est significatif & P< 0,001. Les lettres minuscules

différentes = P< 0,05. B) Gel montrant un résultat obtenu par PCR semi-quantitatif
pour COX-2 aprés 12 heures d'incubation avec l'extrait bactérien comme contrdle de
purification. C) Immunobuvardage pour COX-2 a partir de protéines totales extraites
de cellules de la granulosa suite & 12 heures de culture avec les traitements indiqués.
La bande correspondant & COX-2 (74 kDa) est détectée fortement dans les
échantillons traités avec 'adiponectine et faiblement dans les échantillons du contrdle
et de I'extrait bactérien.

cyclo: cyclophilline; C: contrdle (sans adiponectine recombinante); A: adiponectine
25 pg/mL; bact: extrait bactérien (6xHIS sans adiponectine); éch: échelle de poids

moléculaires.
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Figure 7. L'adiponectine stimule la sécrétion de PGF2a et PGE2 par les cellules
porcines de la granulosa in vitro. A) Représentation graphique des résultats de RIA
pour PGF2a. B) Représentation graphique des résultats de EIA pour PGE2.

A chaque temps indiqué, la barre indique le résultat de A/C (C: contrble (sans
adiponectine recombinante); A: adiponectine 25 pg/mL). Le traitement a
l'adiponectine est significatif & P< 0,001. Les lettres minuscules différentes = P<

0,05.
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Figure 8. L'adiponectine stimule l'expression de 'ARNm de mPGES-1 dans les
cellules porcines de la granulosa in vitro. A) Gel d'agarose montrant un résultat
typique de PCR semi-quantitatif pour la mPGES-1 et représentation graphique des
moyennes + écarts moyens des résultats de trois cultures. Pour chaque échantillon,
des PCR pour mPGES-1 et pour cyclo ont été effectuées puis le produit de mPGES-
1/cyclo a été obtenu (soit A, soit C). A chaque temps indiqué dans le graphique, la
barre indique le résultat de A/C. Le traitement a I'adiponectine est significatif a P<
0,001. Les lettres minuscules différentes = P< 0,05. B) Gel montrant un résultat
obtenu par PCR semi-quantitatif pour mPGES-1 aprés 12 heures d'incubation avec
l'extrait bactérien comme contrdle de purification.

cyclo: cyclophilline; C: contrdle (sans adiponectine recombinante); A: adiponectine

25 pg/mL; bact: extrait bactérien (6xHIS sans adiponectine).
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Figure 9. L'adiponectine stimule l'expression de 'ARNm et la sécrétion de VEGF
par les cellules porcines de la granulosa in vitro. A) Gel d'agarose montrant un
résultat typique de PCR semi-quantitatif pour VEGF et représentation graphique des
moyennes * écarts moyens des résultats de trois cultures. Pour chaque échantillon,
des PCR pour VEGF et pour cyclo ont été effectuées puis le produit de VEGF/cyclo a
été obtenu (soit C, soit A). Puis, a chaque temps indiqué dans le graphique, la barre
indique le résultat de A/C. B) Gel montrant un résultat obtenu par PCR semi-
quantitatif pour VEGF apres 12 heures d'incubation avec l'extrait bactérien comme
contrdle de purification. C) Représentation graphique des résultats de EIA pour
VEGF. A chaque temps indiqué, la barre indique le résultat de A/C.

Le traitement a l'adiponectine est significatif a P< 0,001. Les lettres minuscules
différentes = P< 0,05.

cyclo: cyclophilline; C: contrble (sans adiponectine recombinante); A: adiponectine

25 png/mL; bact: extrait bactérien (6xHIS sans adiponectine).
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DISCUSSION

Nos résultats montrent pour la premiere fois un role potentiel de 1'adiponectine en
reproduction. Plus spécifiquement, nous avons clairement observé un effet de
l'adiponectine sur les cellules de la granulosa porcines in vitro, ou elle induit un
patron d'expression génétique rappelant celui observé in vivo en période pré-
ovulatoire lorsque la granulosa se prépare a l'ovulation et & la lutéinisation
subséquente, du moins en ce qui concerne les génes étudiés. Ainsi, l'ensemble des
réponses obtenues par la présence de l'adiponectine dans les milieux de cultures,
c'est-a-dire la répression de l'expression de l'aromatase, accompagnée de la
stimulation de l'expression de StAR, de COX-2, de la mPGES-1, de VEGF, ainsi que
la sécrétion de prostaglandines et de VEGF, représente une cascade d'événements se
produisant chez plusieurs espéces, culminant en I'expulsion de I'ovocyte (Espey and
Richards 2002; Duffy and Stouffer 2003). Tous ces indices portent a croire que des

concentrations physiologiques élevées d'adiponectine favorisent le succes ovulatoire.

L'utilisation dans nos cultures de trois différentes doses dites physiologiques
d'adiponectine s'appuyait sur des concentrations sériques rapportées pour 'humain
(Arita, Kihara et al. 1999). Il n'est pas impossible que ces valeurs soient différentes
chez le porc et de plus amples détails seront nécessaires pour mieux évaluer la
pertinence des résultats que nous avons obtenus. De plus il sera intéressant de
déterminer la demi-vie de l'adiponectine recombinante que nous produisons. Peut-
8tre pourrions-nous alors expliquer l'effet de I'adiponectine apparemment transitoire

sur chacune des cibles étudiées.

La littérature rapporte la présence d'adiponectine sérique circulant sous forme de
structures organisées en triméres, en hexaméres et en complexes de haut poids
moléculaire (Goldstein and Scalia 2004; Wang, Lu et al. 2004). A la Figure 2 (pages
43-4), limmunobuvardage ne permet de visualiser qu'un monomere et un trimére
d'adiponectine. La visualisation de l'adiponectine recombinante ayant été réalisée par

migration en conditions dénaturantes, il nous a été impossible de vérifier la présence
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d'’hexameres ou de complexes de haut poids moléculaire dans notre préparation.
Cependant, un groupe de recherche ayant produit une adiponectine recombinante
murine dans les mémes conditions que celles utilisées dans notre laboratoire,
rapportent la présence de formes d'organisation complexe des unités de I'adiponectine
lorsque la visualisation est effectuée a I'aide d'une séparation en conditions natives
(Waki, Yamauchi et al. 2003) c'est-a-dire qui correspond aux formes détectées en
circulation. Les triméres, mais non les hexaméres ou les complexes de haut poids
moléculaire, peuvent activer la voie de I'AMPc, tandis que les hexaméres et les
complexes de haut poids moléculaire, mais non les trimeres, peuvent activer la voie
NF-kB (Tsao, Tomas et al. 2003). Les études sur les différentes formes circulantes
permettront probablement de mieux comprendre les moyens de régulation de I'action
de l'adiponectine au niveau de différentes cibles, ou il se pourrait qu'il y ait une
réorganisation des complexes multimériques s'effectuant a la surface cellulaire lors
de l'arrimage au récepteur. Récemment, un groupe de recherche a montré que la T-
cadhérine était un récepteur des formes hexamériques et de haut poids moléculaires
de l'adiponectine (Hug, Wang et al. 2004). Cependant cette liaison n'était possible
qu'avec une adiponectine recombinante exprimée a partir d'une source eucaryote,
donc les modifications post-traductionnelles seemblent importantes pour cette liaison.
Ainsi, plusieurs questions devront étre étudiées afin de déterminer si les effets de
notre adiponectine porcine recombinante sur les cellules de la granulosa sont

représentatifs des effets potentiels in vivo chez le porc.

Les récepteurs de l'adiponectine ne semblent pas étre associés a I'une ou l'autre des
protéines G, malgré le fait qu'ils soient constitués des sept domaines
transmembranaires (Yamauchi, Kamon et al. 2003). Ils pourraient constituer une
nouvelle famille de récepteurs. La liaison de I'adiponectine & ses récepteurs
permettait d'activer des molécules de signalisation cellulaire telles que PPARai,
AMPK et p38 MAPK (Yamauchi, Kamon et al. 2003), mais on rapporte aussi
l'activation par l'adiponectine des voies PKA (Ouchi, Kihara et al. 2000) et PI3
kinase (Maeda, Shimomura et al. 2002). On n'écarte pas la possibilité que d'autres
voies de signalisation pourraient étre activées par l'adiponectine. L'élucidation du

mode de fonctionnement d'adipoR1 et adipoR2 permettra certainement de répondre a
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plusieurs questions quant & la (aux) voie(s) d'action intracellulaire(s) empruntée(s)

par l'adiponectine.

Contrairement a la plupart des hormones (Collins, Bolanowski et al. 1989), nous
n'avons pas observé d'effet de l'adiponectine sur I'expression de ses récepteurs dans
les cultures de cellules de granulosa (Figure 3, pages 45-6). Puisqu' aucune étude ne
fait mention d'une variation des niveaux d'adiponectine au cours du cycle oestral et
puisque les niveaux sériques d'adiponectine varient peu a court terme, il serait
logique de croire que l'apport tissulaire d'adiponectine par la modulation de la
vascularisation locale soit a l'origine d'un contréle de l'action de l'adiponectine sur
différentes cibles cellulaires, comme les ovaires. D'ailleurs, on peut s'imaginer que
les effets obtenus de l'adiponectine sur I'expression et la sécrétion de VEGF (Figure
9, pages 57-8) soient a l'origine d'une régulation de 'apport d'adiponectine vers la

couche granulosa, par la perméabilisation du réseau vasculaire local.

Dans cet ordre d'idée, I'effet de 1'adiponectine sur l'expression de VEGF est des plus
intéressants. Cet effet se répercutera siirement a plusieurs autres niveaux du systéme
reproducteur. D¢ja, on connait les effets bénéfiques de l'adiponectine dans les
problémes vasculaires associés a I'obésité (Ouchi, Kihara et al. 1999; Okamoto, Arita
et al. 2000; Kubota, Terauchi et al. 2002; Matsuda, Shimomura et al. 2002). Cela
pourrait étre dii a un effet de I'adiponectine sur VEGF directement ou indirectement,
tel que suggéré par nos résultats. Il a été démontré que VEGF est exprimé dans tous
les tissus reproducteurs ou se fait l'acquisition de nouveaux réseaux de vaisseaux
capillaires, comme les tissus stéroidiens (Shweiki, Itin et al. 1993) et que cette
expression est régulée de fagon hormonale (Laitinen, Ristimaki et al. 1997).
L'expression des récepteurs de 1'adiponectine dans 1'utérus et le placenta, deux tissus
connus pour leur expression de VEGF (Sharkey, Charnock-Jones et al. 1993; Li,
Gregory et al. 1994), attirera d'avantage d'attention sur nos résultats. Plusieurs
groupes de recherche se penchent d'ailleurs sur le réle de VEGF dans la
vascularisation liée a l'implantation chez les mammiféres (Charnock-Jones, Sharkey
et al. 1993; Chakraborty, Das et al. 1995; Yi, Jiang et al. 1999; Halder, Zhao et al.
2000; Lopes, Desmarais et al. 2003).
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Il a été suggéré que la PGE2, produit des activités de COX-2 et de la synthétase de
PGE, est un stimulateur de I'expression de VEGF (Ben-Av, Crofford et al. 1995). Ici
encore, nos résultats montrent I'expression simultanée de COX-2, de la mPGES-1,
accompagnée d'une importante production de PGE2 par les granulosa en présence de
l'adiponectine. L'ensemble des résultats démontrent plus évidemment le réle de

l'adiponectine dans plusieurs fonctions essentielles a 'ovulation.

L'impact de I'action de l'adiponectine sur l'expression de COX-2 sera alors
vraisemblablement des plus importants. En effet, les multiples roles de COX-2 dans
la plupart des aspects de la reproduction est mis en évidence chez les souris dont
COX-2 est inactivé (Lim, Paria et al. 1997). Seulement au niveau ovarien, I'ovulation
ne peut s'effectuer sans l'action de COX-2. Ainsi, la stimulation de I'expression de
COX-2 par l'adiponectine dans les cellules granulosa et la sécrétion d'une importante
quantit¢ de PGE2, mais aussi de PFG2a pourraient avoir plusieurs implications
physiologiques importantes. Par exemple, ce phénoméne pourrait servir a expliquer
en partie les problémes ovulatoires rencontrés lors d'un exces de masse adipeuse
abdominale, ou les niveaux d'adiponectine sont réduits. L'expression de COX-2 est
essentielle a I'implantation pour la stimulation de l'angiogénése (Chakraborty, Das et
al. 1996). La présence de récepteurs de l'adiponectine au niveau utérin chez le porc
(Lord, Ledoux et al. 2005) ménera sans doute les recherches vers 1'é¢tude du réle de
l'adiponectine sur l'expression de COX-2 et la production de prostaglandines a ce

niveau.

Il sera toutefois important de déterminer si l'adiponectine agit directement sur
chacune des cibles étudiées ou indirectement en déclenchant une cascade
d'événements menant a leur activation/répression. La voie de signalisation activée
pourrait étre spécifique a chaque type cellulaire, ou méme varier pour un méme type
cellulaire selon les conditions biochimiques existantes au moment de l'activation.
Ceci pourrait étre le phénomene se produisant dans le cas de l'activation de COX-2
par l'adiponectine. Dans notre systtme de culture, l'adiponectine stimulait

l'expression de COX-2 dans les cellules folliculaires, mais €galement dans les
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cellules lutéinisées in vitro (résultats préliminaires, non montrés). Le promoteur de
COX-2 contient plusieurs éléments cis caractéristiques des génes a réponse précoce
(Tanabe and Tohnai 2002). L'induction rapide de l'expression de COX-2 observée in
vitro dans les granulosa traitées a I'adiponectine est donc plausible. Dans les cellules
de granulosa pré-ovulatoires, plusieurs activateurs de la voie PKA (gonadotropines,
GnRH) pouvaient stimuler I'expression de COX-2 (Wong, DeWitt et al. 1989; Wong
and Richards 1992). Cependant, l'activation de COX-2 par la voie PKA dans les
granulosa pré-ovulatoires semble faire une transition pour la voie PKC dans les
cellules lutéales (Wu and Wiltbank 2001; Wu and Wiltbank 2002). L'une ou l'autre
de ces voies pourrait mener a l'activation de COX-2 par l'adiponectine, dans

différentes conditions de culture.

De la méme fagon, 'expression de ' ARNm de l'aromatase est induite par la FSH dans
les granulosa de follicules pré-ovulatoires, mais est rapidement réprimée par le pic
ovulatoire de LH (Fitzpatrick, Carlone et al. 1997). Ces auteurs ont démontré que les
voies PKC et PKA sont responsables de la répression de l'expression de l'aromatase
par la LH. Par contre, la voie PKC est associée a l'inhibition de l'expression de StAR
dans les granulosa de follicules en développement (Pescador, Houde et al. 1997) et il
est accepté que la voie PKA est responsable de l'expression de StAR (Miller and
Strauss 1999).

L'expression de la synthétase de PGE est généralement associée a l'expression de
COX-2 (Forsberg, Leeb et al. 2000). Cependant peu d'information est disponible
quant a la régulation spécifique de la PGES. Une portion du promoteur de la forme
inductible de PGES a été brievement décrite et semble contenir des éléments cis qui
pourraient réguler son expression, telles que des boites barbie (éléments de réponse
aux barbituriques) et une élément AHR, souvent rencontré dans les genes de la phase
I de détoxification, comme ceux de la famille du cytochrome P450 (Forsberg, Leeb et
al. 2000). Cependant, on ne décrit pas d'élément potentiel qui pourrait établir une

relation avec l'expression jumelée de PGES et de COX-2.
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On retrouve plusieurs €éléments de transcription dans le promoteur de VEGF, soit des
sites de liaison pour Spl, AP-1 et AP-2 (Tischer, Mitchell et al. 1991) et NF-kappaB
(Chilov, Kukk et al. 1997). Une étude a montré l'activation du promoteur de VEGF
par la forskoline (activateur de l'adénylate cyclase), c'est-a-dire par la voie PKA
(Garrido, Saule et al. 1993) et l'induction de VEGF par la LH a également été
montrée (Stouffer, Martinez-Chequer et al. 2001; Duffy and Stouffer 2003).

Chacune de ces voies est potentiellement activée par l'adiponectine, et les études a
venir permettront sans doute de déterminer comment l'adiponectine exerce ses
actions sur ses différentes cibles. La possibilité d'activation d'une seule voie de
signalisation par l'adiponectine dans les granulosa semble invraisemblable pour
expliquer les multiples effets observés ici, sans compter les nombreux effets
potentiels encore inconnus. Il faudra aussi prendre en considération que des
changements de l'environnement biochimique, créés par l'adiponectine dans ces

cellules, peuvent affecter I'expression de certains des génes.

Les effets de l'adiponectine sur les cellules de granulosa observés jusqu'a présent
ressemblent fortement a ceux induits par le pic ovulatoire de la LH (Fitzpatrick,
Carlone et al. 1997). La voie de PKA sera donc une voie intéressante pour débuter

ces investigations.

Le role de I'adiponectine sur la fertilité pourrait toutefois étre indirect, par exemple en
jouant sur l'axe hypothalamo-hypophyso-gonadal. Il est probable que l'adiponectine
puisse agir directement et/ou indirectement sur le générateur de pulsions de la GnRH
pour moduler la fertilité. En effet, il a déja été démontré que I'adiponectine agit au
niveau du cerveau (Qi, Takahashi et al. 2004) et les récepteurs de l'adiponectine y ont
été détectés chez I'humain, la souris et le porc (Yamauchi, Kamon et al. 2003; Lord,
Ledoux et al. 2005). Chez les souris surexprimant l'adiponectine, les niveaux de
prolactine étaient anormalement élevés, et les femelles étaient infertiles (Combs,
Pajvani et al. 2004). Or, les hyperprolactinémies sont couramment a l'origine de
problémes d'infertilité chez la femme, entre autres en causant des perturbations du

générateur de pulsions de la GnRH (Wuttke, Pitzel et al. 2001). Il a également ete
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observé que la prolactine inhibe la sécrétion de 1'adiponectine (Combs, Berg et al.
2003). Ainsi, comme chez les souris, des perturbations de la sécrétion de GnRH
pourraient étre amenées par des niveaux anormaux d'adiponectine, entre autres en
provoquant un déreglement de la sécrétion de prolactine destinée a contrdler & son
tour la sécrétion d'adiponectine par le tissu adipeux. Ceci permettrait d'expliquer les
problémes liés tant a des concentrations élevées d'adiponectine (anorexie, athlétes,

truies maigres) qu'a des concentrations réduites (obésité, PCOS).

La localisation exacte des récepteurs de l'adiponectine dans les différentes régions du
cerveau permettra de mieux examiner cette question. On peut déja prédire une
expression d'au moins un des récepteurs de l'adiponectine au niveau du noyau
paraventriculaire (PVN) dans 'hypothalamus, puisque des injections d'adiponectine
provoquaient une stimulation de l'immuno-coloration de Fos dans le PVN (Qji,
Takahashi et al. 2004). L'expression de Fos est associée & une activité neuronale et
est utilisée pour caractériser des populations de neurones activés par une variété de
facteurs. Aussi, on a déja montré que la disponibilité des nutriments énergétiques
métaboliques par les modifications alimentaires affectaient I'expression de Fos sur les

neurones exprimant la GnRH dans le PVN (Berriman, Wade et al. 1992).
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CONCLUSION

L'information présentée par nos résultats causera certainement un impact majeur dans
le domaine de la recherche en reproduction, entre autres sur 'étude des problémes de
fertilité associés a la condition corporelle. Par exemple, 1'adiposité abdominale est
associée au syndrome d'infertilit¢ le plus courant chez la femme, le syndrome de
l'ovaire polykystique (polycystic ovary syndrome, PCOS). Les femmes atteintes de
ce syndrome souffrent d'hyperandrogénisme hyperinsulinémique accompagne
d'anovulation. Aucune corrélation directe n'a été établie entre ce syndrome et
l'adiponectine, mais il a été suggéré que l'implication de l'adiponectine serait dans
l'interaction avec l'action et la production des stéroides (Panidis, Kourtis et al. 2004).
Nous pouvons en partie valider cette observation, puisque nous avons montré que
l'adiponectine peut affecter I'expression de deux facteurs clés de la stéroidogénese,
l'aromatase et StAR. Plusieurs groupes ont déja abordé la question de l'effet des
stéroides sur la production d'adiponectine. Entre autres, on a montré que les
estrogénes (Combs, Berg et al. 2003), les androgeénes (Nishizawa, Shimomura et al.
2002) et la testostérone (Lanfranco, Zitzmann et al. 2004) pouvaient inhiber la
sécrétion de l'adiponectine des adipocytes. L'étude d'une boucle de rétrocontrle
entre la production et l'action de stéroides par l'adiponectine, et l'inhibition

subséquente de la sécrétion d'adiponectine par ces stéroides est donc a envisager.

En production porcine, I'objectif est la rentabilité, ou il est souhaitable que les truies
atteignent la puberté, deviennent gestantes et rejoignent le groupe des autres truies le
plus tot possible, qu'elles soient en mesure de produire des portées de nombreux
porcelets viables et que leur prolificité soit de longue durée et efficace. Les résultats
présentés dans cet ouvrage montrent un lien étroit entre un facteur adipeux et les
fonctions ovariennes chez la truie. Ils ouvrent la porte sur des études grandissantes
traitant de l'importance de facteurs adipeux sur les performances de production et de
reproduction. En effet, ils clarifient un peu plus la corrélation observée entre fertilite

et adiposité.
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PERSPECTIVES

Notre étude ouvre une avenue nouvelle dans le domaine de la recherche reliant les
facteurs adipeux aux fonctions reproductrices. L'adiponectine s'ajoute a une liste
grandissante d'adipokines exer¢ant leurs fonctions sur l'axe adipo-reproducteur, et
l'observation d'effets de 'adiponectine en reproduction accroit la liste déja exhaustive

de ses rdles dans tout I'organisme.

Notre étude est trés descriptive et nécessitera I'élucidation des mécanismes rattachés a
chacun des effets de l'adiponectine observés jusqu'a maintenant sur les fonctions
ovariennes. Ceci pourra étre accompli par 1'é¢tude des voies de signalisation
activées/inhibées par l'adiponectine, dans diverses conditions et ce pour ses
différentes cibles. Dans un futur proche, ces études seront faites par le biais de
cultures de cellules in vitro ou des inhibiteurs de voies métaboliques (PKA, PKC,
etc.) seront ajoutés aux traitements d'adiponectine dans les milieux. Ainsi, nous
pourrons comparer ces effets & ceux déja observés sur les cibles identifiées jusqu'a
présent et nous fournir des indices quant au(x) mécanisme(s) d'action de
l'adiponectine. De plus, 1'étude des interactions entre 1'adiponectine et de multiples
facteurs importants a l'ovulation comme I'insuline, les gonadotropines et le TNFa. est

envisagée.

Il sera certainement intéressant d'élaborer sur les roles que l'adiponectine exerce a
travers le cycle oestral, ainsi que sur les modes de régulation de ces actions. A cet
effet, la néovascularisation et la perméabilité vasculaire sont des phénomenes sur
lesquels il faudra se pencher. En parall¢le, une étude approfondie de I'expression des
récepteurs de l'adiponectine sera a considérer puisque les données que nous avons
présentées ne sont que trés préliminaires. L'immunohistochimie et I'hybridation in
situ sur des coupes histologiques d'ovaires ou sur des préparations de cellules en
culture seraient des techniques de choix pour ce faire. De nouvelles cibles de
l'adiponectine pourraient étre identifiées par I'utilisation de technologies comme les

micropuces 8 ADN. Une multitude de génes potentiellement affectés restent encore a
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étre caractérisée et une approche comme celle utilisée dans notre étude ne permet pas

d'explorer toutes les possibilités.

Il sera impératif de déterminer I'étendue des concentrations physiologiques
circulantes de l'adiponectine chez le porc. Les trousses commerciales de dosage
d'adiponectine sont incapables de reconnaitre l'adiponectine porcine. A laide de
l'adiponectine porcine recombinante et de 'anticorps anti-adiponectine décrits dans
cet ouvrage, un essai immunologique maison pourrait étre mis au point. En
établissant une courbe de concentrations d'adiponectine connues a l'aide de
l'adiponectine recombinante (courbe standard), il serait alors possible d'obtenir des
valeurs de concentrations d'adiponectine plasmatiques a partir d'échantillons sanguins

prélevés sur des porcs.

A plus grande échelle, le role de I'adiponectine devra étre exploré au niveau de la
maturation de l'ovocyte, la fertilisation, Il'implantation, la gestation, les
développements embryonnaire et placentaire, et I'axe hypothalamo-hypophysaire.
Les études in vivo seront importantes et devront tenir compte des différentes especes

animales et des différences entre les races, comme chez le porc.

11 est vraisemblable que I'on déterminera de nombreux réles de 'adiponectine dans la
plupart des organes et systemes reproducteurs. Un indice nous provient des souris
surexprimant l'adiponectine. Des niveaux anormalement élevés d'adiponectine
amenaient les femelles a étre infertiles. Ceci pourrait étre un lien potentiel qui relie
les truies plus maigres a une fertilité réduite par rapport aux truies plus grasses. De

plus amples détails seront nécessaires pour €laborer sur cette question.

En somme, notre compréhension de l'importance de l'adiposité sur la fertilité mérite
d'étre élargie. Notre étude du role de l'adiponectine sur la fonction ovarienne servira
sans doute 4 mieux expliquer comment le gras est lié a la fertilité, notamment pour la

prolificité chez la truie.
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