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Le role du neuropeptide GnRH
dans la cascade gonadotrope
enfin validé dans Pespece

humaine

Jérome Bouligand, Anne Guiochon-Mantel, Jacques Young

Laxe hypothalamo-hypophysaire et

le contrdle des fonctions gonadiques

Le role fondamental de I’hypothalamus
dans la commande des fonctions hypo-
physaires, tout particulierement celles
qui contrdlent les fonctions gonadiques
et le développement pubertaire, a été
évoqué depuis des décennies [1]. Cest
bien plus tard, en 1973, grace aux tra-
vaux des deux prix Nobel Andrew Schally
et Roger Guillemin, que le neuropeptide
GnRH (gonadotropin releasing hormone)
qui contrdle la sécrétion des hormones
FSH (folliculo stimulating hormone) et
LH (luteinizing hormone) par les cellules
gonadotropes hypophysaires a été isolé
et sa séquence peptidique, parfaitement
conservée chez les mammiféres, établie
[2]. Quatre années plus tard, en 1977,
un modele animal naturel déficitaire
en GnRH hypothalamique était décrit;
les animaux présentaient un hypogona-
disme hypogonadotrophique isolé (avec
une baisse concomitante des gonado-
trophines hypophysaires et des stéroides
sexuels), d’oll son appellation de souris
hpg [3]. Mais le produit du géne incri-
miné n’était pas identifié. Parallelement,
le géne codant pour le précurseur du
décapeptide mature GnRH était identifié
et caractérisé par le groupe de Seeburg
[4]. Depuis, deux génes de la GnRH ont
été identifiés dans plusieurs especes et
chez ’lhomme [5]. C’est le géne codant
pour la GnRH de type 1 (GNRHI) qui
est impliqué dans la cascade gonado-
trope. Le GNRHI, localisé chez "homme
sur le bras court du chromosome 8 en
8p2l-pll.2, contient 4 exons séparés
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par 3 introns (Figure 1). Le premier exon
code pour une partie 5’ non traduite, le
second pour le peptide signal du GnRH,
le décapeptide et les 11 premiers acides
aminés du peptide associé au GnRH
(GnRH associated peptide, GAP). Les
troisieme et quatrieme exons codent
pour les acides aminés restants du GAP
et le quatrieme exon contient aussi
la partie 3’ non traduite. La séquence
décapeptidique de la GnRH (Figure 2),
identique chez tous les mammiféres,
et le role des acides aminés la compo-
sant sont, répétons-le, extrémement
conservés a travers I’évolution avec une
fonction précise des différentes régions
du décapeptide [5].

Le lien entre la souris hpg
(hypogonadisme
hypogonadotrophique)

et le gene GNRH

C’est seulement en 1986 que Mason et
al. font la relation entre la souris hpg et
le géne codant pour la GnRH. Ce groupe
décrit une délétion de 33,5 kb incluant
le troisieme et le quatrieme exons de
gnrhl chez cette souris [6]. Celle-ci est
depuis les années 1980 un paradigme
naturel de déficit gonadotrope di a
une carence en GnRH largement utilisé
par la communauté scientifique pour
explorer les fonctions hypothalamique,
hypophysaire et gonadique des mam-
miféres. Chez ces souris, les gonado-
trophines hypophysaires sont sécrétées
en réponse a la GnRH exogene [7], ce
qui montre une atteinte exclusivement
hypothalamique. Dans ce modele, le
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gnrhl était transcrit mais aucune immu-
noréactivité de la GnRH n’était détectée
dans I’hypothalamus. Ainsi, bien que les
neurones @ GnRH soient normalement
présents et correctement localisés au
niveau de I’hypothalamus, il n’y avait
pas, chez les souris hpg, de sécrétion
du décapeptide mature [7, 8]. Le lien
entre le génotype et le phénotype a été
apporté par la réversion du phénotype
grace a I'introduction par transgenése
d’un fragment de 13,5 kb provenant du
gene d’une souris normale [9]. Ces ani-
maux transgéniques avaient récupéré
une expression normale de la GnRH dans
I’hypothalamus et un développement
normal des organes reproducteurs leur
permettant de se reproduire.

Une mutation du gene GNRH1

dans les hypogonadismes
hypogonadotrophiques chez ’lhomme
Chez ’lhomme, jusqu’a trés récemment et
malgré les efforts de plusieurs équipes
a travers le monde, aucune preuve de
I'implication du géne GNRHI dans les
hypogonadismes hypogonadotrophiques
congénitaux n’avait été apportée. Aucune
des études réalisées en utilisant diffé-
rentes approches (Southern blot ou des
techniques plus modernes cherchant des
délétions, séquencage direct de la partie
codante, analyse de liaison génétique)
n’avait apporté d’arguments en faveur
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de Iimplication de ce géne dans des
formes sporadiques ou méme familiales
d’hypogonadisme hypogonadotrophique
congénital, indiquant que les anomalies
de ce gene sont un événement germi-
nal extrémement rare ou bien qu’elles
sont non viables chez ’homme. Seuls des
polymorphismes avaient été identifiés
sans que I’on puisse établir une relation
causale solide avec la maladie. Début
2008, nous avons enfin identifié une ano-
malie génétique de GNRHI dans un cas
d’hypogonadisme hypogonadotrophique
congénital hypothalamique familial tou-
chant des apparentés des deux sexes en
accord avec la localisation autosomique
de ce géne [10]. Il s’agissait d’une inser-
tion homozygote d’une adénine (c.18-
19insA) entrafnant un décalage du cadre
de lecture a partir de I’extrémité amino-
terminale au niveau du peptide signal qui
était tronqué (Figure 2). Cette anomalie
entrafnait aussi et surtout une délétion
homozygote de la totalité de la séquence
du décapeptide. La délétion prévisible de
la GnRH induite par cette mutation a été
démontrée in vitro dans une lignée expri-

mant les enzymes proconvertases, néces-
saires & la maturation du préproGnRH. A
I’état hétérozygote I"anomalie n’avait pas
de conséquence phénotypique apparente
excluant une haploinsuffisance. Chez la
femme atteinte, le déficit en gonado-
trophines a été corrigé par I’administra-
tion pulsatile de GnRH exogéne ce qui
montre I’existence, comme chez la sou-
ris hpg, d’une atteinte hypothalamique.
Le GnRH exogene rétablissait en effet
une sécrétion hypophysaire pulsatile! de
LH hypophysaire et une sécrétion de FSH
permettant une stimulation ovarienne
avec une croissance folliculaire et la
mise en place des sécrétions stéroidien-
nes et peptidiques physiologiques. Ce
travail valide donc de fagon formelle
’implication de ce géne dans le controle
hypothalamique de "axe gonadotrope et
écarte completement I'existence d’une
redondance entre la GnRH1 et la GnRH2
qui est aussi exprimée dans le systeme
nerveux central [5].

!les neuro-hormones sont libérées de fagon pulsatile
pendant le nycthémere.

Figure 1. Transcrit de GNRH1 exprimé au niveau
hypothalamique. Ce variant contient 4 exons
(rectangles). Les introns sont indiqués par des
traits et les régions codant pour le préproGnRH
(CDS) sont en bleu.

De facon intéressante, les sujets por-
teurs de la mutation homozygote du
GNRHI n’avaient aucune élévation de la
prolactine, ce qui excluait que le pro-
lactin inhibiting factor (PIF) soit codé
par ce gene contrairement a ce qu’avait
affirmé il y a plus de 30 ans le groupe de
Seeburg [11]. Qui plus est, la prolactine
des malades était plutdt basse, comme
chez les souris hpg, probablement en
rapport avec la carence cestrogénique.
Depuis cette publication princeps, un
groupe de Harvard a rapporté un nouveau
cas de mutation homozygote chez un gar-
con de 13 ans ayant un micropénis et une
cryptorchidie [12]. Cette nouvelle muta-
tion entraine un décalage du cadre de lec-
ture qui altére partiellement la séquence
du décapeptide. Malgré I'absence de
démonstration fonctionnelle dans cet arti-
cle, on peut anticiper et faire ’hypothese
que, vu le caractere trés conservé de la
séquence peptidique de la GnRH, cette
mutation est probablement délétere et
explique le phénotype observé. ¢

GNRH1 mutation in familial
hypogonadotropic hypogonadism
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Figure2. Mutation homozygote
c.18-19 ins A du GNRH1 chez
I’homme. Cette mutation a été
mise en évidence chez un adoles-
centde 18 ans et sasceurde 17 ans
n‘ayant

aucun développement

pubertaire. Uexploration a montré
B que tous les deux étaient atteints
d’hypogonadisme  hypogonado-
trophique congénital avec olfac-
tion normale. Les conséquences
Peptide de la mutation sur la séquence
peptidique de la préproGnRH sont

4200 indiquées (adapté de [10]).
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P53, ARF et P16 :
la ligne Maginot de

la reprogrammation cellulaire

Marilyne Dijon-Grinand, John De Vos

> La technologie des cellules souches
pluripotentes induites (iPS), une techni-
que de reprogrammation cellulaire, vient
de féter ses trois ans au mois d’aodt [1].
On a de la peine a imaginer que cette
approche qui a révolutionné le domaine
des cellules souches soit si jeune! La
recette est simple: I’expression forcée
des geénes Oct4, Sox2, KIf4 et cMyc par
manipulation génétique ou par protéi-
nes recombinantes contraint une cellule
différenciée tel un fibroblaste ou une
cellule épithéliale a changer sa nature
et a adopter un comportement de type
cellule souche embryonnaire [2, 3]. C’est
une technique parfaitement reproduc-
tible, ce qui explique sa diffusion dans
les laboratoires. Cependant, on s’étonne
que le pourcentage de cellules repro-
grammées a chaque expérience soit si
faible, de I'ordre de 0,05-0,5 % pour des
fibroblastes embryonnaires de souris
ou de 0,002-0,02 % pour des fibroblas-
tes post-natals humains. Cette faible
fréquence ne peut s’expliquer par la
sélection de rares événements de muta-
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genese insertionnelle puisque I'on peut
obtenir des iPS par vecteur épisomique
ou par protéines recombinantes [3, 4],
ni par le ciblage d’une sous-population
mineure de cellules souches immatures,
puisque la reprogrammation de lympho-
cytes B matures ayant recombiné le locus
des immunoglobulines est possible [5].
Une série exceptionnelle de cinqg articles
publiés dans la revue Nature vient mon-
trer qu'un frein majeur a la reprogram-
mation, qui explique en partie le faible
pourcentage de cellules reprogrammées,
est la voie anti-oncogénique faisant
intervenir P53 et INK4a [6-10]. Le pre-
mier message de ces travaux est que le
blocage de I'activité de P53 augmente
considérablement le rendement de la
reprogrammation : celui-ci atteint 80 %
dans le contexte de la reprogrammation
de fibroblastes murins embryonnaires
(MEF) « secondaires » (¢’est-a-dire issus
eux-mémes d’iPS primaires) par induc-
tion par la doxycycline des transgenes
intégrés. Ces résultats sont transposa-
bles aux cellules humaines et I’efficacité

de la reprogrammation de fibroblastes
est augmentée d’un facteur 10 [10]. Une
telle amélioration de la technologie de
reprogrammation ouvre naturellement
de nouvelles portes, et, par exemple, le
blocage de P53 permet de reprogrammer
un certain nombre de types cellulaires
réfractaires a la méthodologie «stan-
dard » comme les lymphocytes T [7] ou
les fibroblastes issus de souris déficien-
tes en télomerase hTert™”” de troisieme
génération [10]. Il permet également de
raccourcir de maniere spectaculaire le
temps pendant lequel la surexpression
des facteurs de reprogrammation exo-
genes est requise, passant de 8 jours a 3
ou 4 jours pour des MEF [9], ou de repro-
grammer sans vecteur intégratif des
cellules jusqu’a maintenant résistantes
a ce type de reprogrammation plus déli-
cate [7]. Le blocage de la voie P53 ne
doit pas étre permanent: son inhibition
transitoire par l'utilisation de shARN
(short hairpin) ciblant P53 pendant la
reprogrammation suffit tout comme son
inhibition indirecte par I'intermédiaire de
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