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microARN et inactivation
de la fonction gonadotrope

hypophysaire

Jérome Lannes, David ’Hote, Ambra Fernandez-Vega, Ghislaine
Garrel, Jean-Noél Laverriere, Joélle Cohen-Tannoudji, Bruno Quérat

> La neuro-hormone hypothalamique
gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
joue un role crucial dans la fonction de
reproduction en stimulant la synthése et
la sécrétion des gonadotropines luteinizing
hormone (LH) et follicle-stimulating hor-
mone (FSH) par I'hypophyse. A leur tour,
LH et FSH régulent I'activité des gonades
en stimulant la gamétogenese et la sécré-
tion d’hormones stéroides sexuelles [1].
Cependant, une stimulation prolongée par
la GnRH conduit a la désensibilisation des
cellules gonadotropes hypophysaires et a
’arrét de la production des gonadotro-
pines [2]. Ce phénomene est bien connu
des cliniciens qui cherchent a réduire, de
facon réversible, la production des sté-
roides sexuels dans certaines pathologies
comme les cancers dépendants de ces sté-
roides ou le syndrome des ovaires polykys-
tiques' [3]. Les mécanismes responsables
de cette désensibilisation sont encore mal
compris. Dans I’étude que nous rapportons
ici [4], nous avons cherché le rdle que
pourraient jouer les micro-ARN (miARN)
dans ces mécanismes. Les miRNA régulent
en effet le fonctionnement de nombreux
geénes en induisant la dégradation ou la
séquestration de leurs ARN messagers dans
les complexes RISC (RNA-induced silencing

complex). Leur déré- (=) Voir la Nouvelle
de ). Cavaillé, m/s
n° 4, avril 2004,
page 399, et la Syn-
thése de S. Baulande
etal.,m/sn°3,
mars 2014, page 289

gulation est a origine
de trés nombreuses
pathologies [5-7]
(=).

! Trouble hormonal touchant jusqu’a 10 % des femmes dans
lequel une production anormale d’androgénes perturbe
la production d’ovules et provoque I'apparition de kystes
ovariens.
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Dans une premiere étude [8], nous
avions montré que le miARN-132 (miR-
132) était fortement induit dans les cel-
lules gonadotropes en réponse a la GnRH
et que son augmentation était indispen-
sable a I'induction de la production de
FSH par la GnRH. A Pinverse, le miR-125b
est, lui, fortement inhibé en réponse a la
GnRH [9].

miR-125b bloque la production des
gonadotropines induites par la GnRH
Nous montrons dans cette étude que
la surexpression de miR-125b empéche
I"activation de la production des gona-
dotropines par la GnRH, aussi bien
dans des cultures primaires de cellules
hypophysaires de rat que dans la lignée
murine de cellules pituitaires gonado-
trope LBT2 [4]. A Pinverse, Pinhibition de
miR-125b entralne une augmentation de
la production des gonadotropines, mon-
trant que le taux de ce miARN présent a
I’équilibre (dans la cellule non stimulée)
est suffisant pour inhiber la production
de ces hormones dans la cellule gonado-
trope. Le miR-125b bloque I'une des deux
principales voies de signalisation par
lesquelles la GnRH stimule la production
des gonadotropines [10], celle résultant
du couplage du récepteur de la GnRH
a la protéine Gaug/11%. La surexpres-
sion de miR-125b conduit en effet a la
séquestration des transcrits de plusieurs
effecteurs de cette voie de signalisation
dans les complexes RISC (mesuré par
PCR [polymerase chain reaction] quan-
titative aprés immunoprécipitation des

2 Sous-unité d’une protéine G activant la phospholipase C.

complexes) et a leur dégradation (éva-
luée par mesure de la quantité cellulaire
de ces transcrits). Le taux d’expression
protéique de ces effecteurs, déterminé
par western blot, est également diminué
de facon significative. A inverse, I'inhi-
bition de miR-125b entrafne une aug-
mentation de "expression de ces pro-
téines. Sachant que de nombreux autres
récepteurs sont couplés a Gog/11, miR-
125b pourrait donc participer a la régu-
lation de la signalisation que ces récep-
teurs induisent dans de nombreux autres
types cellulaires.

Il est intéressant de noter que le miR-
125b n’affecte pas, en revanche, la
signalisation de la GnRH s’exercant via le
couplage a la protéine Gots®.

miR-125b et miR-132 sont liés par une
boucle de régulation

Alors que la quantité a I’équilibre de
miR-125b est suffisante pour bloquer la
signalisation induite par la voie Gog/11
(Figure 1, voie 1), la stimulation de la
voie Gas par la GnRH est maintenue
et permet I'activation de la protéine
kinase A (PKA; Figure 1, voie 2). Parmi
les cibles de la PKA, nous avons identi-
fié une ARN-méthyltransférase, NSun2
(NOP2/Sun family member 2) dont la
phosphorylation par la PKA active le
transfert d’un groupement méthyle sur
miR-125b (Me-miR-125b) (Figure I, voie
3). Cette méthylation entrafne la dimi-
nution de la quantité de miR-125b dans

¥ Sous-unité d’une protéine G activant la voie dépendante
de I’AMPc (adénosine monophosphate cyclique), ou voie
de Padénylate cyclase, impliquée dans la communication
cellulaire.
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Figure 1. Représentation schématique de la boucle de régulation entre miR-125b et
miR-132 dans la cellule gonadotrope. (1) miR-125b bloque la signalisation activée par
le couplage du récepteur de la GnRH (gonadotropin releasing hormone) & la protéine
Goug/11. (2) Le couplage du récepteur de la GnRH d la protéine Gots active la PKA (pro-
téine kinase A) qui active a son tour ’ARN méthyl-transférase Nsun2 (NOP2/sun family
member 2) par phosphorylation. (3) Uactivation de Nsun2 provoque la méthylation de
miR-125b (Me-miR-125b) et sa diminution, permettant la signalisation Goug/11. Ceci
se traduit par activation transcriptionnelle des genes Lhb (luteinizing hormone beta

subunit), Fshb (follicle stimulating hormone beta subunit), miR-132 et de la sous-unité

Lhb, Fshb catalytique de la PP1at (protein phosphatase type 1 alpha), Ppp1Ca. (4) €n retour, miR-
miR-152 » miR-132 132 inhibe la traduction de Nsun? et (5) PPl inactive Nsun2 par déphosphorylation, ce
Ppplca » PPlx qui conduit a une nouvelle augmentation de la quantité cellulaire de miR-125b et a un
nouveau blocage de la voie Gotg/11.
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Figure 2. Analyse cinétique d’un traitement par la GnRH. Les cellules gonadotropes murines LBT2 sont soumises a un traitement par I'agoniste
de la GnRH (GnRHa), la triptoréline (Decapeptyl™), & 10 nM pendant 24 h. Le niveau de miR-125b (A) et de miR-132 (B) dans les complexes

RISC (RNA-induced silencing complex), permettant d’évaluer la fraction active des miARN, est quantifié par PCR (polymerase chain reaction)

quantitative aprés immunoprécipitation des complexes et est rapportée a la quantité totale de ces mémes miARN dans la cellule. La quantité de

protéines Nsun2 (NOP2/sun family member 2) est mesurée par analyse en Western blot a ’aide d’un antisérum spécifique et rapportée a la quan-

tité de la protéine GAPDH (glyceraldehyde-3 phosphate deshydrogenase) (€). La fraction phosphorylée de la protéine Nsun2 est mesurée aprés

fractionnement sur colonne d’enrichissement en phosphoprotéines et rapportée a la quantité totale de Nsun2 (D). Les niveaux des messagers de
la sous-unité catalytique de PPl (protein phosphatase type 1 alpha), Ppp1Ca (€), de Lhb (luteinizing hormone beta subunit) (F) et Fshb (fol-
licle stimulating hormone beta subunit) (G) sont mesurés par PCR quantitative et rapportés au niveau de ’ARNm codant la GAPDH. Les valeurs

moyennes sont représentées + SEM (standard error of the mean). * : P<0,05 ; ** : P<0,01 ; *** : P<0,001.
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la cellule et sa sortie des complexes
RISC, ce qui permet la levée de la répres-
sion de la voie Gag/1l. Les effecteurs
de la signalisation Goug/11 peuvent
alors agir au niveau transcriptionnel
pour stimuler la production des gona-
dotropines. De facon remarquable, ces
effecteurs sont également responsables
de I'augmentation de miR-132 qui dimi-
nue la production de NSun2 (Figure I,
voie 4) en favorisant la séquestration
de son transcrit dans le complexe RISC,
et de la sous-unité catalytique de la
protéine phosphatase PPla, PpplCa,
qui déphosphoryle NSun2, substrat de
la PKA (Figure 1, voie 5). Ces deux effets
levent ainsi I"action inhibitrice de Nsun?
sur miR-125b, permettant I"augmenta-
tion de son taux dans la cellule. Cette
augmentation de miR-125b, qui favorise
le blocage de la voie Gog/1ll, est a
Iorigine de la diminution de la quantité
de miR-132. Uensemble de ces résultats
révéle ainsi I'existence d’une boucle de
régulation établie entre miR-125b et
miR-132 qui tend a les maintenir a leur
niveau d’équilibre.

La stimulation prolongée par la GnRH
active la boucle de régulation qui
provoque ’arrét de son action

Une analyse cinétique de I’ensemble de
ces processus nous a permis de décryp-
ter le mécanisme de désensibilisation
de la cellule gonadotrope en réponse a
une stimulation prolongée par la GnRH
(Figure 2). Lors de la phase d’induction
par la GnRH (4 & 6 h de traitement),
I’activation de la voie Gots inactive miR-
125b, dont le taux atteint son niveau
minimal dés 1 h et reste bas jusqu’a 6 h
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(Figure 2A). Cette diminution rapide de
miR-125b léve Iinhibition qu’il exerce
sur la voie Gaug/11 et, en conséquence,
permet 'induction des génes des gona-
dotropines Lhb (luteinizing hormone
beta subunit) (Figure 2F) et Fshb (fol-
licle stimulating hormone beta subunit)
(Figure 2G). Cela se traduit également
par une augmentation des quantités de
miR-132 (Figure 2B) et de la sous-unité
catalytique PpplCa (Figure 2€) qui, a
leur tour, sont a Porigine de la dimi-
nution (Figure 2C) et de I’inactivation
(Figure 2D) de NSun2 par déphospho-
rylation, aprés 4 a 6 h de traitement, et
le retour de miR-125b a son état d’équi-
libre (entre 8 et 24 h). Ce mécanisme
réprime a nouveau la voie Gog/11 et, en
conséquence, la production des gonado-
tropines. Le niveau d’expression de Fshb
reste fort tant que le niveau de miR-132
est élevé, comme cela avait été montré
dans nos travaux précédents [8]. Uaug-
mentation de I’expression de Lhb est
plus temporaire. Les gonadotropines LH
et FSH retrouvent leur niveau minimal
aprés 24 h de stimulation, un temps
compatible avec ce qui est observé in
vivo lors de traitements prolongés par la
GnRH chez le rat [11].

Notre étude montre ainsi pour la pre-
miere fois le rdle crucial joué par
une boucle de régulation entre deux
miARN*. Cette boucle miR-125b/miR-
132 est directement impliquée dans le
mécanisme de la désensibilisation de
la réponse a la GnRH. Le fait que les
acteurs de cette boucle de régulation

4 Les détails de cette étude sont disponibles dans I'article
original [4].

> Grace a m/s, vivez en direct les progres
des sciences biologiques et médicales

Bulletin d’abonnement
page 450 dans ce numéro de m/s

(miR-125b et miR-132, PKA, Nsun?2 et
PPla) soient retrouvés dans de trés
nombreux types cellulaires laisse penser
quelle pourrait jouer un réle plus ubi-
quitaire. ¢

microRNA and inactivation of the
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