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Introduction




La GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone), libérée dans le sang porte
hypothalamique, est le facteur qui déclenche la libération de la LH (Luteinizing Hormone) et
de la FSH (Follicle-Stimulating Hormone) par les cellules gonadotropes antéhypophysaires.
Ces deux hormones stimulent les gonades induisant un état favorable a la reproduction. De ce
fait, la GnRH a été longtemps considérée comme étant la molécule essentielle pour la
régulation de I’axe hypothalamo-antéhypophyso-gonadique (AHAHG). Jusqu’a récemment,
le rétrocontrdle ou le mode d’action de I’cestradiol sur les neurones a GnRH, qui possedent
peu ou pas de récepteurs pour cette hormone restait a élucider. L’hypothése admise était celle
de I’existence d’autres neurones (interneurones) présents dans 1’hypothalamus medio-basal,
capables de détecter 1’augmentation d’cestradiol et de transmettre cette information aux
neurones & GnRH. Néanmoins, leur identification neurochimique demeurait 1’une des grandes

questions dans le domaine du contrdle de la reproduction.

Cependant, en 2003, la découverte simultanée par deux équipes, De Roux et al. 2003 ;
Seminara et al. 2003, d’un nouveau neuropeptide hypothalamique qui supervise la régulation
de ’AHAHG, a provoqué une révolution dans la recherche sur le contrdle central de la
reproduction. En effet, les données neuro-anatomiques et physiologiques ont permis de mettre
en évidence le réle majeur dans la reproduction de la kisspeptine, un neuropeptide, et de son
récepteur, nommé KissIR ou GPR54, qui est de réguler 1’activité des neurones a GnRH et

notamment de leur mode de sécrétion.

L’action de la kisspeptine débute des la vie feetale, passant par I’événement marquant de
la reproduction qui est le déclenchement de la puberté et se poursuit pour stimuler la synthése
des gametes males et femelle. En outre, elle joue un réle important dans les phénomenes

physiologiques de la gestation et la lactation.

En raison de son rble fondamental dans la régulation de la sécrétion d’hormones
physiologiques de la reproduction, le ciblage de la voie de la kisspeptine qui a suscité un vif
interét, a permis de synthétiser plusieurs molécules analogues dont le but est de traiter les

troubles de la reproduction chez I'homme et I’animal.

L’objectif de notre mémoire est de faire une synthése des donnees de la littérature
scientifique internationale sur I’importance du systeme des kisspeptines dans les mécanismes
liés a la physiologie de la reproduction. Pour faire un document plus complet, nous abordons

brievement les aspects physiopathologique et thérapeutique liés a la kisspeptine.




Chapitre | :
Généralités sur I’axe gonadotrope




L'axe gonadotrope ou 1’axe hypothalamo-antéhypophyso-gonadique (AHAHG) est un
ensemble de trois structures anatomiquement et physiologiquement liées : 1’hypothalamus,
I’hypophyse antérieure ou hypophyse et les organes génitaux, intervenant dans le controle de
la reproduction chez les mammiferes. L’AHAHG est sous l'influence de facteurs internes,
contenus dans le milieu intérieur, et externes, comme la photopériode et les perturbateurs
endocriniens.

Les données neuroanatomiques et physiologiques ont permis d’illustrer la fonction
principale de ce systéeme, notamment celle de réguler I’activité des neurones a GnRH et leur
mode de sécrétion. Dans cette régulation interviennent de nombreuses molécules, parmi

lesquelles des neurotransmetteurs, les Kisspeptines.

1. Données anatomo-structurales de I’axe hypothalamo-antéhypophyso-gonadique
1.1. Hypothalamus
L’hypothalamus est une région complexe du systéme nerveux central (SNC). Il est situé
sous le thalamus a la base du cerveau, dans le plancher du troisieme ventricule.
L'hypothalamus est composé de groupes de neurones formant la partie la plus ventrale du
diencéphale. 1l est divisé en trois niveaux latéraux (médian, intermédiaire et latéral) et cing
niveaux caudo-rostral (mamillaire, postérieur, intermédiaire, antérieur et pré-optique).
L’hypothalamus régule de nombreuses fonctions physiologiques de 1’organisme, incluant
la fonction de reproductions. L’hypothalamus a beaucoup d’interconnexions avec les
structures du cerveau antérieur, limbique et du tronc cérébral. De plus, I'hypothalamus est
relié a I'nypophyse, autre glande du cerveau, grace a la tige pituitaire pour former l'axe

hypothalamo-hypophysaire (Figure 1).

1.2. Hypophyse

L’hypophyse ou glande hypophysaire, ou encore glande pituitaire, est une petite glande
endocrine de 5 mm de haut sur 15 mm de large et 10 mm d’épaisseur. Elle pése 0.60g. Elle est
contenue dans une loge osseuse appelée selle turcique creusée dans ’os sphénoide. Sa
vascularisation est assurée par deux systemes : Le systeme artériel hypophysaire et le systéeme
porte hypothalamo-hypophysaire.

Elle est composée de trois lobes : le lobe antérieur (ou adénohypophyse) dérivant de
I’endoderme de la voute pharyngienne qui forme une évagination dénommée poche de
Rathke, le lobe postérieur (ou neurohypophyse), nettement plus petit, dérivant du

neurectoderme (Figure 1) et enfin un petit lobe intermédiaire localisé entre les deux
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précédents lobes (antérieur et postérieur), il n’est autre qu’une subdivision du lobe antérieur
(Heffner, 2003).

L’hypophyse est reli¢é au cerveau par un mince tronc tissulaire dénommé tige pituitaire ou

infundibulum.

— Hypophyse postérieure (neurohypophyse)

-
-

(adénohypophyse)

Figure 1 : Représentation schématique dans le plan sagittal des composants de I’axe
hypothalamo-hypophysaire
(Pritchard et al., 2002).

1.3. Gonades
1.3.1. Les testicules

Les testicules sont une paire d’organes ovales légérement aplatis qui mesurent environ
4cm de longueur et 2.5cm de diameétre, assurant une double fonction : endocrine via la
production d’androgénes et exocrine par la production de spermatozoides.

Les testicules, ainsi que leurs prolongements, les épididymes, sont contenus dans un sac
extra-abdominal, le scrotum, situé dans la base du pénis. La paroi de la cavité ou se trouvent

le testicule et I’épididyme est appelée tunique vaginale (Heffner, 2003).




Chaque testicule est suspendu dans le scrotum par le cordon spermatique qui contient le canal
déférent, des vaisseaux sanguins et lymphatiques et des fibres nerveuses ortho et
parasympathiques (Nguyen et Ferry, 2007).

Le testicule est entouré d’une enveloppe conjonctive fibreuse épaisse nommée albuginée.
Dans sa partie supérieure, I’albuginée s’épaissit et s’enfonce a 1’intérieur du testicule pour
former une structure fibreuse : le corps de Highmore. Ce dernier est parcouru par des canaux :
le rete testis (des cloisons conjonctives). Les septa testis partent du corps de Highmore,
délimitant 200 a 300 lobules testiculaires, chacun contient 2 & 4 tubes ou tubules séminiféres
(Figure 2).

Des études physiologiques ont démontré qu’une large variété de substances présentes
dans la circulation se trouvent exclues du fluide des tubules testiculaires, suggérant ainsi
I’existence d’une barriére hémato-testiculaire qui est représentée par des jonctions étanches

qui existent entre les cellules de Sertoli mutuellement adjacentes.
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Figure 2 : coupe d’un testicule humain montrant sa structure générale
(Johnson et Everitt, 2002).
1.3.2. Les ovaires
Les ovaires ou gonades féminines sont 2 glandes paires et symétriques de forme ovoide,
assurant une double fonction : endocrine par la production d’hormones sexuelles et exocrine :

par la production des ovules.




Les deux ovaires droit et gauche, sont placés dans la cavité pelvienne dans une fossette
latéro-utérine en arriere du ligament large contre la paroi latérale du pelvis, ils sont extra-
péritonéaux (Figure 3).

A la période d’activité génitale, 1’ovaire atteint ses dimensions maximales : longueur :
3,5cm, largeur : 2cm, épaisseur : 1cm et poids : 8 a 10 gr.

Chaque ovaire présente deux faces : latérale et médiale, ainsi que deux extrémités : tubaire
(supérieure) et utérine (inférieure).

De couleur blanc nacré, il est parcouru par des sillons correspondant aux cicatrices
consécutives a la rupture des follicules ovariens, de plus en surface apparaissent les saillies
des follicules ovariens en évolution.

Apres la ménopause, I’ovaire involue, diminue de volume et sa surface devient lisse.
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Figure 3 : vue ventrale de I’ovaire et de la trompe.

2. Données histologiques de I’axe hypothalamo-antéhypophyso-gonadique
2.1. Région hypothalamique

L’hypothalamus, région ventrale du diencéphale, renferme des amas de neurones
spécialisés, regroupés en noyaux hypothalamiques, élaborant des hormones. Ces cellules
neurosécrétrices liberent leurs contenus en hormones soit par les terminaisons axonales dans
les espaces péricapillaires de la neurohypophyse et passent ensuite dans le sang, soit le

systeme porte de I’antéhypophyse.




Selon la taille des cellules nerveuses, on distingue les noyaux hypothalamiques, a grandes
cellules magnocellulaires , qui sont les noyaux supraoptiques et paraventriculaires, et les
autres noyaux a petites cellules parvocellulaires, qui sont le noyau suprachiasmatique (NSC),
le noyau hypothalamo-ventro-median (NHVM), le noyau hypothalamo-dorso-median
(NHDM), le noyau infundibulaire (arqué), le noyau mamillaire et le noyau hypothalamique
postérieur (Figure 4).

Les axones des noyaux magnocellulaires traversent 1’éminence médiane du tuber
cinereum en donnant trés peu de terminaisons, forment 1’essentiel de la tige hypophysaire et
se termine dans le lobe postéricur de I’hypophyse ou la neurohypophyse. lls secrétent
I’ocytocine et la vasopressine (Dadoune, 1990).

Les noyaux parvocellulaires sont multiples et dispersés, leur systématisation variant selon
les espéces (Figure 4). Leur fonction étant de contrbler I’activité de 1’adénohypophyse,
I’ensemble de la région hypothalamique qui les contient est appelée aire hypophysiotrope.
Certains noyaux élaborent des neurotransmetteurs classiques du systeme nerveux central,
comme la dopamine. La plupart synthétisent des neurohormones peptidiques. Ce sont des
hormones stimulant ou inhibant spécifiquement la sécrétion de chaque hormone
adénohypophysaire. Les hormones stimulantes sont appelées Releasing Factors ou Releasing
Hormones (RH, RH), ou les inhibitrices sont les Inhibiting factors (IF), ou statines (Dadoune,
1990).
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Figure 4 : Vue schématique de I’axe hypothalamo-hypophysaire montrant les noyaux a neurones
parvocellulaires (Johnson et Everitt, 2002).




2.2. L’antéhypophyse

Elle est une glande endocrine de type trabéculaire avec cellules endocrines en cordons
entourés d'un riche réseau capillaire. Cette glande comprend deux principaux types de cellules
sécrétoires : les cellules acidophiles qui sécrétent I’hormone de croissance (GH) et la
prolactine et les cellules basophiles qui sécrétent des hormones destinées a stimuler la
sécrétion d’autres glandes endocrines de 1’organisme, d’ou leur nom de stimulines (Seguy,
1996).

L’antéhypophyse comporte trois parties : le lobe antérieur, le lobe intermédiaire et le lobe

tubéral.

2.2.1. Le lobe antérieur

C’est une glande endocrine de structure trabéculaire, formée de cordons cellulaires
tortueux et anastomosés qui forment par endroits des amas arrondis pseudo-acineux. Une
basale continue engaine les cordons et les amas de cellules glandulaires et les sépare du tissu
conjonctif. Celui-ci est peu abondant et contient de nombreux capillaires fenestrés. Les
cellules glandulaires actives sont en périphérie des cordons, pres de stroma conjonctif et des
vaisseaux, alors que le centre des cordons est occupé par les cellules folliculo-stellaires
(Figure 5).

Le parenchyme hypophysaire comporte cing types cellulaires glandulaires principaux. Il
existe en outre des cellules plurihormonales (hormonogénes), secrétant simultanément
plusieurs hormones, qui sont les cellules somatotropes, mammotropes, cortico-mélanotropes,
thyreotropes et gonadotropes et des cellules non sécrétrices d’hormones, les cellules folliculo-

stellaires (Figure 5).
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hormonogeénes

Cellules
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stellaires
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Figure 5 : Structure histologique d’un cordon cellulaire au niveau du lobe antérieur de
I’hypophyse.




2.2.2. Le lobe intermeédiaire

Dans I’espece humaine le lobe intermédiaire, issu de la partie postérieure de la poche de
Rathke, perd progressivement son individualité au cours de I’enfance. Les cellules qui en
dérivent se dispersent vers les lobes antérieur et postérieur. Ce sont des cellules a pro-opio-
mélano-cortine (POMC) qui sont pauvres en ACTH (adrénocorticotrophine) et surtout riches
en a-MSH, hormone mélanostimulante. Le lobe intermédiaire est particulierement riche en

fibres dopaminergiques.

2.2.3. Le lobe tubéral

Expansion du lobe antérieur, le lobe tubéral contient les mémes types cellulaires que lui.
Dans certaines especes, il est particulierement riche en cellules gonadotropes (Dadoune,
1990).

2.3. Les Gonades
2.3.1. Les testicules

Les testicules exécutent deux fonctions distinctes : la spermatogenese et la production
d’androgénes. La spermatogenése a lieu au sein de structures définies, appelées tubules
séminiferes, lesquels se trouvent enroulés dans des lobules dont les conduits excrétoires
sortent tous des testicules pour s’aboucher a la téte de 1’épididyme par I’intermédiaire du rete
testis et des canaux dits efférents. Les cellules responsables de la spermatogenese forment des
tubules entourés par une membrane basale. L’épithélium bordant les tubules et contenant les
spermatozoides en formation est dénomme épithélium séminifére (Heffner, 2003).

Dans une coupe transversale de testicule, les spermatocytes d’un méme tubule se trouvent
a divers stades de maturation qui sont, allant de la périphérie a la lumiere du tubule,
spermatogonies, spermatocytes |, spermatocytes Il, spermatides et spermatozoides (Heffner,
2003 ; Figure 6).

D’autre part, mélées aux spermatocytes, les cellules de Sertoli sont les seules cellules non
germinales de I’épithélium séminifére. Ces cellules dénommées nourricieres, sont toutes en
contact avec la membrane basale du tubule a I’une de leurs extrémités et entourent les cellules
spermatiques au niveau du pole opposé (Heffner, 2003).

L’autre fonction des testicules, a savoir la production d’androgenes, s’effectue au sein
d’ilots de cellules spécialisées localisées dans les espaces inter-lobulaires qui sont les cellules

de Leydig. Ces derniéres sont de grands éléments clairs d’aspect spongieux (Heffner, 2003).
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Figure 6 : coupe partielle d’un testicule adulte (Johnson et Everitt, 2002)

2.3.2. Les ovaires

L’ovaire assure deux fonctions distinctes, la production d’ovules et la synthese
d’hormones stéroides. Cet organe est constitué d’une couche superficielle et d’une couche
profonde, le stroma ovarien.

La couche superficielle est composée d’un épithélium ovarien qui est constitué d’une
assise de cellules pavimenteuses parfois cubiques, cylindriques, voire ciliées, et une couche
fibreuse en dessous qui est I’albuginée.

La couche la plus profonde de 1’ovaire est constituée par un tissu conjonctif qui est le
stroma. Ce dernier est pauvre en fibres et riche en cellules, souvent disposées en travées au

sein duquel deux zones sont décrites : Le cortex, composé d’un tissu conjonctif dense en




cellules, abritant les follicules ovariens et la médullaire, une zone conjonctivo-vasculaire, en
continuité avec le hile de 1’organe.

La folliculogenése ovarienne prend place dans le stroma cortical malléable car trés
cellulaire (Figure 7). Elle décrit le développement des follicules primordiaux (25 a 50 pm)
qui entourent, chacun, un ovocyte | jusqu’au stade de follicules mdrs (follicule de De Graaf)
qui vont libérer I’ovocyte II. Apres l'ovulation, la paroi folliculaire se transforme en corps

jaune dont les sécretions sont essentiellement des hormones progestiniques.

Epithélium
ovarien
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ovariens
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Figure 7 : Coupe histologique d’un ovaire adulte humain

3. Régulation endocrine de I’axe hypothalamo-antéhypophyso-gonadique
3.1. Les hormones hypothalamiques

Diverses neuro-hormones sont synthétisées dans les neurones hypothalamiques du
systeme neuro-sécrétoire dit parvocellulaire (Figure 4). Les neurohormones hypothalamiques
sont libérées par les terminaisons axonales au niveau du plexus porte primaire de maniere a
atteindre et contréler les différents types de cellules sécrétrices, notamment, les cellules
gonadotropes et réguler la synthese et la libération des hormones FSH et LH.

La synthese et la sécrétion de FSH et LH dépendent d’une méme hormone libératrice, le
décapeptide GnRH. Les techniques de I’'immunocytochimie ont permis de localiser la GhRH
elle-méme, son ARN messager et son précurseur peptidique dans un groupe principale de
neurones qui se répartissent de facon continue sur le noyau septal médio-caudal, le noyau

périventriculaire, préoptique médian et les aires hypothalamiques adjacentes.
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Les terminaisons nerveuses véhiculant la GnRH sont particulierement abondantes au prés
du réseau capillaire porte de la zone palissadique latérale de I’éminence médiane (Figure 8),
qui constitue le site primaire de la neurosécrétion du GnRH dans les vaisseaux portes
(Johnson et Everitt, 2002).
Des dosages concomitants de GnRH dans le systéme porte hypophysaire et des
gonadotrophines au niveau périphérique ont bien établie la relation qui lie ces deux sécrétions.
Toutes deux s’effectuent parallélement de facon pulsatile, un « pulse » étant mesurable a

chaque heure environ d’ou le nom du pulse circhoraire (Figure 9).

\
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Figure 8 : la GnRH détectée par immunofluorescence dans I’éminence médiane
(Johnson et Everitt, 2002).
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Figure 9 : Synchronisation de la sécretion pulsatile de GnRH et LH
(Johnson et Everitt, 2002).
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3.2. Les hormones adénohypophysaires

L’adénohypophyse élabore deux types de molécules, d’ou on distingue deux types de
cellules :

> Des cellules PSA +, correspondants a des cellules élaborant des grains de sécrétion de
nature glycoprotéiques.

> Des cellules PSA-, correspondant a des cellules élaborant des grains de séecrétion
polypeptidiques ou protéiques purs.

Cette distinction est fructueuse dans la mesure ou 1’on sait que 1’adénophypophyse sécréte
deux types d’hormones : des hormones glycoprotéiques (FSH, LH, TSH). et des hormones
polypeptidiques (ACTH, MSH) et protéiques pures (GH, PRL), (Figure 10 ; Poirier et al.,
1976).

La LH et la FSH sont sécrétées par les cellules gonadotropes, d’un poids moléculaire
proche de 30.000 daltons, qui stimulent les fonctions endocrines et exocrines de ’appareil

génital dans les deux sexes (Johnson et Everitt, 2002).

thyroidiennes

Figure 10 : Les secrétions neurohypophysaire et adénohypophysaires et leurs tissus
cibles.
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3.3. Les hormones gonadiques
3.3.1. Celles du testicule

Les androgenes sécrétés par les cellules de Leydig, sont les plus importantes de ces
hormones, bien que des cestrogénes, I’inhibine, I’activine et le relaxin-like factor (RLF) soient

également sécrétés par les testicules (Johnson et Everitt, 2002).

3.3.1.1. Les androgenes

Les androgenes constituent une classe de stéroides, dotés de caractéristiques structurales
et fonctionnelles distinctes. L’androgéne testiculaire principal est la testostérone, celle-ci est
synthétisée a partir de I’acétate et du cholestérol (Figure 11) par les cellules de Leydig du
tissu interstitiel sous 1’effet de la LH (Saez et al., 1995).

Les cellules de Leydig isolées en culture produisent bien de la testostérone due a la
présence de I’enzyme 3B-hydroxystéroide déshydrogénase. La testostérone passe par parties
non équivalentes vers les trois compartiments : le sang, la lymphe et traverse la barriere
testiculaire pour pénétrer dans les tubules séminiferes ou elle est presque totalement convertie
en androgene plus actif, la dihydrotestostérone, sous I’action de la 5a réductase des cellules
de Sertoli ou bien en cestrogénes qui seront de plus en plus derivés des cellules de Leydig

dans le testicule adulte.

17u-hydroxy
pregnénolone

Figure 11 : Schéma résumant la voie de la stéroidogénése dans le testicule humain
(Johnson et Everitt, 2002).
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3.3.1.2. Les inhibines et activines

Ce sont des facteurs de croissance produits tout deux par les cellules de Sertoli, et quittent
le testicule par la voie lymphatique dans une proportion de 25% ; la plus grande partie du
reste passe dans le liquide des tubules séminiféres d’ou ils sont réabsorbés lors du passage
dans 1’épididyme (Johnson et Everitt, 2002). Dans la circulation systémique, ces peptides se
lient & des cellules cibles, localisées dans I’hypophyse et fonctionnent dés lors comme des
hormones endocrines. Cependant, ils exercent également des réles autocrines et paracrines
intra-testiculaires. Le relaxin-like factor (RLF) est un produit peptidique tres abondant des
cellules de Leydig dont le réle est peu précis, mais lorsque son gene fait 1’objet d’une

délétion, la spermatogénése est perturbée.

3.3.2. Les ovaires

L’activité endocrine de 1’ovaire n’est pas indispensable au développement du phénotype
femelle pendant la vie feetale et néonatale, néanmoins, 1’activité endocrinienne chez 1’ovaire
adulte se manifeste pour la premiere fois lors de la pleine maturation sexuelle de la puberté,
par deux sécrétions stéroidiennes principales : les cestrogenes et progestérone qui sont sécrétés
de maniere périodique et cyclique, la période précédant I’ovulation est caractérisée par une
dominance oestrogénique tandis que la période post-ovulatoire est sous dominance
progestative.

3. 3. 2. 1. Les cestrogénes

Les principaux cestrogenes sont la 17B-cestradiol et 1’cestrone, produits par les follicules
antraux sous I’action de la FSH, qui sont également responsables de quelque sécrétion des
androgénes circulants entre 30-70% (Johnson et Everitt, 2002), a savoir principalement
androsténedione et la testostérone.

Cultivées séparément in vitro, les cellules thécales s’avéerent capables de synthétiser des
androgénes a partir d’acétate et de cholestérol (Figure 12), tandis que les cellules de la
granulosa le sont incapables et produisent par contre les cestrogénes selon deux voies. La
premiére procede par une collaboration cellulaire dans laquelle les androgenes produits par les
cellules de la theque sont aromatisés au niveau des cellules de la granulosa et la deuxieme
voie est celle d’une synthése de novo a partir d’acétate au niveau de la théque.

Les stéroides ne sont pas les seuls agents paracrines agissant dans le follicule, on retrouve
aussi 1’activine qui supprime la production d’androgénes de la théque mais stimule la capacité
d’aromatisation de la granulosa, alors que I’inhibine stimule la syntheése des androgenes tout

en inhibant leur aromatisation.
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3.3.2.1 La progestérone

Dans le follicule ovulatoire, les cellules granuleuses cessent de se diviser et
s’hypertrophient pour former les grandes cellules lutéales, riche en mitochondries, en
réticulum endoplasmique lisse, en gouttelettes lipidiques, en corps golgiens et on retrouve
aussi chez de nombreuses espéces un pigment caroténoide ou lutéine qui confere au corps
jaune sa teinte jaune ou orange, cette transformation correspond a un accroissement régulier
de progestagenes. D’autre part, les cellules thécales forment les petites cellules lutéales qui
produisent de la progestérone et des androgenes et semble étre riche en récepteurs a la LH.

Dans certaines espéces notamment, 1’humain, le corps jaune sécréte également des
cestrogenes, surtout sous forme d’oestradiol-17p. Sa source semble également résider dans les

grandes cellules utilisant comme substrat des androgenes issus des petites cellules lutéales.

Dans le
follicule

LH l:‘ """" 1

Dans le
corps
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FSH
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Figure 12 : Schéma des voies principales de la stéroidogénese chez la femme (Johnson et
Everitt, 2002).
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Chapitre 11 :
Géneralités sur les Kisspeptines




En 1996, I’équipe de Lee et ses collaborateurs, en effectuant des recherches sur les
molécules responsables de 1’effet anti-métastatique du chromosome 6 humain sur les
mélanomes malins, ils ont identifié et cloné un nouveau gene localisé sur le chromosome 1,
dont I’expression réduit de maniere significative le nombre de métastases et dont la
suppression est positivement corrélée au potentiel métastatique des mélanomes. Un an plus
tard, la méme équipe confirme ces résultats et précise le fait que ce nouveau géene affecte le
pouvoir métastatique sans modifier la tumorigénicité des cellules. Ce gene est alors nommé
KISS1 en hommage aux « Hershey’s kisses », célébres sucreries produites par la chocolaterie
de la ville d’Hershey en Pennsylvanie, ou se situe le laboratoire de I’équipe de recherche.

Ce géne KISS1 est un gene qui code pour un neuropeptide hypothalamique qui est la

Kisspeptine.

1. Neuroanatomie du systeme des Kisspeptines

L’expression des kisspeptines a été démontrée pour la premicre fois dans le placenta,
puis observee dans les testicules, les ovaires, le pancréas et ’intestin gréle.

Des études se basant sur I'immunohistochimie et I’hybridation in situ ont permis de
localiser les kisspeptines et leurs récepteurs au niveau central. Chez les mammiféres, deux
populations principales de neurones ont été identifiées, I’une dans le noyau arqué (ARC) et
I’autre, dans 1’aire préoptique (AP). La localisation précise de cette seconde population varie
selon I’espece. Chez les primates et la brebis, les neurones a Kisspetine de 1’ AP sont parsemés
et ne longent pas le ventricule (Lehman et al. 2010). La population de neurones a Kisspeptine
de I’AP montre un dimorphisme sexuel prononcé chez toutes les especes de mammiferes
étudiées avec une population beaucoup plus importante chez la femelle que chez le male.
Chez les rongeurs, les neurones a Kisspeptine sont distribués dans le noyau antéroventral
paraventriculaire (AVPV) et s’étendent caudalement dans le noyau paraventriculaire
préoptique en formant un ensemble appelé aire rostrale préoptique du troisieme ventricule
(RP3V). Dans I’ARC des rongeurs, certains auteurs n’observent pas de différence dans le
nombre de cellules entre males et femelles (Clarkson & Herbison, 2006 ; Smith et al. 2006 ;
Ansel et al., 2010) contrairement a d’autres. Chez les ovins, les neurones a Kisspeptine sont
plus abondants chez la brebis que chez le bélier (Beltramo et Dufourny, 2015).

Si les populations de I’ARC et de I’AP sont différentes par leur localisation anatomique,
elles le sont aussi par leur contenu en neurotransmetteurs. La majorité des neurones a Kp de

I’ARC co-expriment deux autres neuropeptides : la neurokinine B (NKB) et la dynorphine
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(Dyn). La NKB a un réle excitateur et la Dyn un r6le inhibiteur sur la libération de la LH
(Beltramo et Dufourny, 2015).

Une étude menée par Lehman a démontré que I’existence des récepteurs a NKB et Dyn au
niveau des neurones a kisspeptines leur permet d’agir localement de fagon paracrine sur les
neurones de I’ARC pour moduler la libération de la kisspeptine (Lehman et al. 2010).

La présence de deux autres neuropeptides a été notée au niveau de I’AP, ce sont la
galanine et la metenkephaline (Porteous et al. 2011), qui ont un effet sur la fonction
gonadotrope.

Par ailleurs, la co-expression d’une enzyme, la tyrosine hydroxylase avec la kisspeptine a
été rapportée dans les noyaux a kisspeptine de I’AP et les terminaisons a Kisspeptine sur les
neurones a GnRH qui sont de nature dopaminergique (Kauffman et al., 2007 ; Clarkson et
Herbison, 2011).

2. Biochimie des kisspeptines

En 1996, Lee et ses collaborateurs prédisent a 1’aide de la séquence de I’ADN
complémentaire de Kissl que ce géne coderait pour la synthése d’une protéine de 164 acides
aminés (18kDa).

Cing ans plus tard, deux groupes de recherches ont pu purifier a partir d’extrait de
placenta humain le précurseur de 145 acides aminés (Aa) de poids moléculaire de 15,6 kDa
ainsi que différentes isoformes de kisspeptines. Parmi ces différentes isoformes purifiées, on
compte une isoforme longue de 54 Aa (kp-54), ainsi que plusieurs petites isoformes
composées de 14 (kp-14), 13 (kp-13) et 10 (kp-10) acides aminés (Figure 13 ; Kotani et al.,
2001; Muir et al., 2001; Ohtaki et al., 2001).

Selon les especes, 1’isoforme longue ne posséde pas le méme nombre d’acides aminés :
chez le rat, par exemple, elle est composée de 52 acides aminés (Figure 13). Les dix derniers
acides aminés sont extrémement conserves entre especes (Figure 14).

Toutes ces isoformes ont la particularité d’étre issues de différents clivages du précurseur
sur sa partie N-terminale et d’avoir en commun la partie C-terminale. Cette derniére présente
un motif LRF ou LRY qui a la particularité d’étre amidé (Figure 14). Il existe de nombreux
peptides connus pour posséder un motif identique et qui sont amidés sur leur partie C-
terminale.

Les peptides kisspeptine sont classés en tant que famille de peptides amide RF, c'est-a-
dire des peptides neuroactifs avec motif Arg-Phe-NH2 caractéristiques. La kisspeptine la plus

abondante dans la circulation humaine est la kisspeptine-54 (Clarke et al., 2015).
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Figure 13 : du gene kiss-1 aux différentes isoformes de kisspeptine

(Desrosiers E., 2011).

Une récente étude, in (Opakua et al., 2017) a montré que KISS1 et les kisspeptines qui en
sont issues appartiennent a la catégorie des protéines intrinséquement désordonnées : une
partie ou ’ensemble de leur structure n’adopte pas une conformation spatiale définitive et
posséde une forte flexibilité intramoléculaire. Ainsi, KISS1 et KP-54 ne possedent pas de
conformation préférentielle mais existent plutot sous la forme d’une pelote aléatoire, ce qui
faciliterait les modifications post-traductionnelles ainsi que 1’adaptation du ligand pour
interagir avec son récepteur. KP-10 présente cependant une structure en hélice, entre les
résidus asparagine et tyrosine en position quatre et dix, qui est essentielle pour 1’affinité du

décapeptide avec son récepteur (Gutierrez-Pascual et al., 2009 ; Boullenger, 2017).
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Ep-11 issus du géne Kiss-1:

Humain YTNWNSFGLREF
Primates YNWHNSFOGLRF
Bovin'Cochon YN WHNESFGLRY
Equin YTRWNSFGLRY
Owin YTHNWNSFGLRY
Rongeurs THNWNSFGLRY
Cipossum THNWNSFGLRY
Grenouille YNWHNSFGLRY
Poissons YLWHNSFGLRY

Ep-10 issus du géne Kiss-2:

Grenouille FNFNPFGLRF
Medaka FNYNPFGLRF
Poisson zéhre FNYNPFGLRF
Bar de mer FRFNPFGLRF

Figure 14 : la kisspeptine-10, une molécule trés conservée au cours de I’évolution
(Desrosiers E., 2011).
En vert, séquence commune aux RF-amides ; en rouge, acides aminés qui différent d’une espéce a
’autre.

3. Récepteurs et voies de signalisation des kisspeptines
3.1. Récepteur KISS1R

Le récepteur des kisspeptines, KISS1R, a été découvert 4 ans plus tard que la kisspeptine
par I’équipe de Lee et al., par un clonage du géne d’un récepteur qui code une séquence de
396 Aa organisés en sept domaines transmembranaires et était a l'origine connu sous le nom
de GPR54.

Ce géne localisé sur le bras long du chromosome 19 (19q13.3) chez I’homme (Lee et al.,
1999), est un membre de la famille des récepteurs couplés aux protéines G et est
structurellement similaire au récepteur de la galanine (37 % a 45 % d’homologie) (Clarke et
al., 2015).

Les chercheurs ont pu établir la premiére cartographie par hybridation in situ (HIS) des
régions cérébrales chez le rat ou I’ARN messager du récepteur est retrouvé (Lee et al., 1999).
Les auteurs montrent ainsi que le GPR54, KISS1R, est exprimé dans de nombreuses régions
du cerveau de rat mais que la plus haute expression est localisée dans différents noyaux de
I’hypothalamus (Desrosiers, 2011).

D’autres études ont montré que chez ’homme et le rat, le KISSIR s’exprime dans

différents organes périphériques, tels que I’hypophyse, les lymphocytes, le tissu adipeux, le
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pancreas, le placenta, la moelle épiniére, le thymus, ’intestin gréle, le testicule, I’ovaire, la
rate, le foie et ’estomac (Clements et al., 2001; Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001;
Ohtaki et al., 2001; Gaytan et al., 2009; Richard et al., 2009). Ces équipes de recherche ont
étudié également I’activité biologique du récepteur et ont trouvée que les différentes isoformes
de kp, produits du géene Kissl, découverts cing ans plus tét, activent avec la méme affinité le
récepteur KISS1R. De plus, ils ont montré que la propriété nécessaire de ces ligands pour
activer ce récepteur est I’amidation. En effet, les isoformes de kp privées de leur partie C-
terminale amidée n’activent pas le récepteur (Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001; Ohtaki
et al., 2001).

3.2. Les voies de signalisation

La fixation de la kisspeptine sur son récepteur KISS1R déclenche des cascades
d’évenements intracellulaires jusqu’a I’induction de I’effet biologique dans le tissu cible.

Le signal est activé lors de la fixation de la kisspeptine sur son récepteur couplé a la
protéine G (Gog/1l), cette derniére active la phospholipase C (PLC) qui hydrolyse le
phosphatidyl-inositol-diphosphate (PIP2) en deux molécules : I'inositol- triphosphate (IP3) et
le diacylglycérol (DAG). L’accumulation intracellulaire de I’IP3 démontrée pour le GPR54
humain et murin provoque la mobilisation du Ca2+ provenant des réserves intracellulaires.

De plus, le diacyl glycérol (DAG), active une protéine kinase C (PKC) qui, a son tour,
provoque la phosphorylation des mitogen activated protein kinases (MAPK), telles que ERK1
/ 2 et p38, egalement impliqués dans cette cascade de signalisation (Figure 15). Par ailleurs,
I’activation du KISSIR fait appel a deux autres molécules qui sont: I’arrestine Pl et
I’arrestine 2. Ces deux molécules agissent sur ERK1/2 d’une maniére opposée (Figure 15).
Cependant, I’arrestine 1 fait diminuer la phosphorylation d’ERK1/2, alors que I’arrestine $2
la fait augmenter (Pinilla et al., 2012).

D'un point de vue physiologique, il convient de noter que les études utilisant des explants
hypothalamiques et des neurones GnRH isolés ont pleinement confirmé I'importance de la
voie PLC-Ca2 ci-dessus dans la médiation des effets biologiques des kisspeptines dans un

contexte cellulaire en termes de contr6le de la fonction reproductrice.
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Figure 15 : Présentation schématique des principales voies de signalisation recrutées lors
de I'activation du GPR54 par les kisspeptines
(Pinillaet al., 2012).

4. Organisation et intégration du réseau neuronal des kisspeptines

Plusieurs études ont montré que les Kisspeptines et leurs récepteurs sont exprimés dans
une tres grande variété de tissus de 1’organisme, débutant par le systéme nerveux central
jusqu’aux organes périphériques, tels que les testicules, les ovaires, la prostate, le placenta, le
foie, I’intestin gréle, le pancréas, le cceur, les poumons et les reins (Lee et al., 1996 ; Kotani
et al., 2001 ; Muir et al., 2001 ; Ohtaki et al., 2001).

Au sein du systeme nerveux central, la distribution des neurones synthétisant les
kisspeptines est trés précise et varie selon les especes.

Chez les rongeurs, la majorité des corps cellulaires des neurones a kisspeptines sont
localisés dans deux régions de I’hypothalamus: la région périventriculaire rostrale du
troisiéme ventricule (RP3V) qui contient le noyau antéroventral périventriculaire (AVPV) et
’aire préoptique (APO), et dans le noyau arqué (ARC). En outre, les scientifiques ont localisé
la présence d’une population beaucoup moins dense de neurones a kisspeptines dans le noyau
dorsomédian et 1’hypthalamus postérieur (Clarkson et al., 2009), une autre population
existerait aussi dans I’amygdale médiale et le noyau de la strie terminale (BNST) (Gottsch et

al., 2004). Les fibres neuronales ayant pour origine I’ARC se dirigent vers 1’hypothalamus
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latéral, le noyau prémamillaire ventral (PMV), l’aire tegmentale ventrale, les corps
mamillaires et les régions périventriculaires et préoptiques. En revanche celles provenant de la
RP3V se projettent sur 1’aire préoptique, le septum latéral et I’ARC.

IIs ont noté qu’un dimorphisme sexuel caractérise cette distribution des neurones a
Kisspeptine. En effet, la RP3V contient environ deux fois plus de neurones a kisspeptines chez
les femelles que chez les males (Yeo et al., 2016). Par contre dans I’ARC, il contient autant
de neurones a kisspeptines chez le méle que chez la femelle, mais environ trois a quatre fois
plus de neurones a kisspeptines dans sa partie caudale que dans sa partie rostrale (Yeo et al.,
2016).

Les récepteurs aux kisspeptines ont été un peu moins étudiés en ce qui concerne leurs
localisations. Chez les rongeurs d’expérimentation leur localisation cérébrale est désormais
relativement bien connue. Ainsi, I’expression du Kisslr est plus importante dans 1’aire
préoptique, les bulbes olfactifs, le septum médial, la bande diagonale de Broca, 1’organe
vasculaire de la lame terminale, le noyau paraventriculaire (PVN), I’ARC, certains noyaux de
I’amygdale, la partie caudale du noyau du raph¢ dorsal et 1’olive inférieure. Par contre dans le
noyau supraoptique (SON), les noyaux habenulaires, les noyaux pré- et supramamillaires, les
colliculi inférieurs et supérieurs et la matiére grise périaqueducale leur expression est plus
faible (Lee et al., 1999 ; Herbison et al., 2010 ; Higo et al., 2016).

Concernant les axones des neurones a Kisspeptines se projettent dans plusieurs régions
cerébrales notamment la tige pituitaire et I’hypothalamus médian (Hrabovszky, 2014).

Par exemple chez les rongeurs, les fibres neuronales sont nombreuses dans 1’hypothalamus.
Pour les fibres neuronales originaires de I’ARC se dirigent vers le noyau prémamillaire
ventral (PMV), I’hypothalamus latéral, les corps mamillaires et les régions périventriculaires
et préoptiques. En revanche les fibres provenant de la RP3V se projettent sur 1’aire
préoptique, le septum latéral et ’ARC. La présence de fibres neuronales en dehors de la
région hypthalamique a été notée, notamment: dans la portion antérieur du thalamus
paraventriculaire, la matiére grise périaqueducale et dans I’amygdale médiane. Les fibres
venant de cette derniére se projettent sur I’aire préoptique et les lobes olfactifs accessoires
(Clarkson et al., 2009 ; Yeo et al., 2016) (Figure 16).
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Figure 16 : Distribution et projections des neurones a kisspeptines au sein du cerveau
murin femelle (Yeo et al., 2016).

(A) Coupe frontale de I’hypothalamus ventral d’une souris recombinante Kiss1-CRE/tdTomato aprés
immunomarquage pour tdTomato puis lavage au 2,2’-thiodiethanol (barre d’échelle = 200um). (B)
Schéma de I’hypothalamus ventral en coupe frontale représentant les projections des neurones a
kisspeptines (échelle similaire a A). 3V : 3éme ventricule, AHA : aire hypothalamique antérieure,
AMG : amygdale, AOB : bulbe olfactif accessoire, ARC : noyau arqué, AVPV : noyau antéroventral
périventriculaire, LHA : aire hypothalamique latérale, LPO : aire préoptique latérale, MEPO : noyau
préoptique médial, MPA : aire préoptique médiale, MPN : noyau préoptique médial, Rch : aire
rétrochiasmatique, SCN : aire suprachiasmatique, OVLT : organe vasculaire de la lame terminale,
PVpo : noyau préoptique périventriculaire, VTM : noyau tubéromammillaire ventral.

Chez les autres mammiféres, la distribution des neurones a kisspeptines et leurs
projections sont proportionnellement identiques. Chez les ovins, par exemple, ces neurones se
trouvent essentiellement dans I’ARC 1’aire préoptique médiale et le noyau dorsomédian, avec
des projections dans 1’aire préoptique et I’éminence médiane. Cette distribution est marquée
par un dimorphisme sexuel concernant les populations de la RP3V et de I’ARC (Boullenger,
2017).

Chez I’homme et les primates, les neurones a kisspeptines sont localisés de manicre
préférentielle dans le noyau infundibulaire (équivalent humain de I’ARC) et dans 1’équivalent
de la RP3V, avec un dimorphisme sexuel dans 1’aire périventriculaire rostrale et
I’infundibulum. Ces neurones se projettent notamment sur la tige pituitaire et I’hypothalamus

médian (Hrabovszky, 2014). De maniere intéressante, la localisation des neurones a
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kisspeptines coincide fortement avec celle des neurones a GnRH. En effet, les neurones
synthétisant la GnRH sont majoritairement localisés depuis la bande diagonale de Broca
jusqu’a I’APO chez les rongeurs, dans I’ARC et ’APO chez les ovins, ainsi que dans le
faisceau hypothalamique ventral de I’hypothalamus médiobasal, latéral a ’ARC, chez les

primates (Figure 17 ; Colledge, 2009).
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Figure 17 : Localisation et proximité anatomique des neurones a GnRH et a kisspeptines
chez les rongeurs (a), les ovins (b) et les singes (c)
(Adapté de Colledge, 2009; Boullenger, 2017).

Les neurones a GnRH (en vert) sont majoritairement situés dans I’aire préoptique (APO) et peu
présents dans le noyau arqué (ARC) chez les rongeurs, a la fois dans I’APO et I’ARC chez les ovins,
dans le faisceau hypothalamique ventral (VHT) latéral & I’ARC et dans I’APO dans une moindre
mesure chez les primates. Les neurones a kisspeptines (en violet) sont quant a eux situés dans la RP3V
(qui englobe I’APO et I’AVPV) et I’ARC chez les rongeurs et les ovins et essentiellement dans I’ARC
chez les primates. 3V : 3eme ventricule, ME : éminence médiane, Pit : hypophyse.

Les neurones a kisspeptines sont essentiellement présents au sein de 1’hypothalamus et ils
présentent aussi de nombreuses interactions avec les autres types neuronaux. Ainsi, dans
toutes les especes étudiées, la majorité des neurones a GnRH expriment I’ARNm de Kisslr :
55 % d’aprés Messager et al. (2005), 77 % d’apres Irwig et al. (2004), 90 % d’apres Han et
al. (2005).

Plusieurs études montrent que les neurones a kisspeptines ont des contacts étroits avec
ceux de GnRH. En effet, ils ont mis en évidence que ces connexions se font avec les corps
cellulaires ou les terminaisons axonales des neurones a GnRH selon leur origine
hypothalamique (Kinoshita et al., 2005 ; Clarkson et Herbison, 2006 ; Matsuyama et al.,
2011 ; Uenoyama et al.,2011).

L’¢étude effectuée par Yip et al. en 2015 a permis de cartographier précisément ces

relations entre neurones a kisspeptines et neurones & GnRH, mais aussi entre groupes de
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neurones a kisspeptines. Ainsi, chez la souris, les corps cellulaires des neurones a GnRH et les
dendrites proximales situés dans I’air préoptique recoivent des afférences des neurones a
kisspeptines localisés dans la RP3V uniquement, alors que les terminaisons axonales des
neurones a GnRH se trouvant dans 1’éminence médiane et I’ARC regoivent des afférences des
neurones a kisspeptines provenant de la RP3V et de ’ARC. Fait intéressant, les neurones a
GnRH établissent également des synapses avec les dendrites et les axones des neurones a
kisspeptines situés dans I’ARC, mais pas avec la population de neurones a kisspeptines de la
RP3V. Enfin, les neurones a kisspeptines de I’ARC établissent des synapses avec le soma de
ceux situés dans la RP3V et les neurones a Kkisspeptines eétablissent des connexions
réciproques au sein de chaque groupe (figure 18). Bien qu’aucune projection des neurones a
kisspeptines de la RP3V sur ceux de I’ARC n’ait ét€¢ mise en évidence, 1’existence de fibres
provenant de la premiére région au sein de la seconde (Yeo et al., 2016) et le fait que certains
neurones de I’ARC répondent aux kisspeptines laissent penser de maniére raisonnable que les
neurones a kisspeptines de la RP3V se projettent sur les neurones de I’ARC.

Certaines différences par rapport a ce modéle existent selon le sexe et 1’espece
considérée. Ainsi, les faisceaux nerveux allant des neurones a kisspeptines de I’ARC vers la
RP3V sont plus nombreux chez les femelles que chez les males (Yip et al., 2015). Chez les
ovins, le corps cellulaire des neurones & GnRH recoit des afferences provenant des neurones a
Kisspeptines situés a la fois dans la région rostrale périventriculaire du troisieme ventricule et
le noyau arqué (Lehman et al., 2010), alors que chez I’homme il est suspecté que ce soit les
neurones a kisspeptines du noyau infundibulaire qui se projettent majoritairement sur les
neurones a GnRH (Hrabovszky, 2014).

De nombreux autres neurones situés dans les zones de projection des neurones a
Kisspeptines expriment également I’ARNm de Kisslr. C’est notamment le cas des neurones
produisant I’ocytocine, la dopamine et la proopiomélanocortine (POMC).

En plus de leurs nombreuses projections sur un nombre important de cellules
hypothalamiques, les neurones & kisspeptines recoivent également des afférences depuis
d’autres neurones et expriment a leurs surfaces des récepteurs de nombreuses molécules qui
sont les stéroides sexuels et la prolactine. Le pourcentage de cette expression différe selon la
région, I’ARC et la RP3V, mais aussi selon 1’espéce (Tableau 1).

L’intégration parfaite du réseau neuronal des kisspeptines au sein de la région
hypothalamique chez de nombreuses espéces, leur connexions établies avec les autres
neurones, ainsi que la présence de récepteurs de plusieurs molécules a leurs surfaces,

permettent a ces derniers de remplir les différentes fonctions qui ont éte identifiees.
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RP3V

Kisspeptine

Figure 18 : Interconnexions entre les neurones a kisspeptines de la RP3V et de ’ARC et
les neurones a GNRH chez la souris (Adapté de Yip et al., 2015; Boullenger, 2017).

Les neurones a kisspeptines de la RP3V (en vert) se projettent sur le soma et les dendrites proximales
des neurones a GnRH (en rouge) de I’APO et les terminaisons axonales dans I’ARC et 1’éminence
médiane. Les neurones a kisspeptines de I’ARC (en bleu) se projettent sur les terminaisons axonales
des neurones & GnRH dans I’ARC et 1’éminence médiane. Les neurones a GnRH établissent des
connexions avec les neurones a kisspeptines de I’ARC. Les neurones a kisspeptines ont des
projections réciproques au sein de chaque groupe et entre les populations. ARC : noyau arqué, LPZ :
zone palissadique latérale, ME : éminence médiane, APO : aire préoptique, RP3V : région
périventriculaire rostrale du 3éme ventricule.

Tableau 1 : Pourcentage, selon I’espéce, de la distribution des différents récepteurs
présents sur les neurones a Kisspeptines dans I’ARC (en jaune) et la RP3V (en rouge).
ERa : récepteur alpha aux cestrogénes, PR : récepteur a la progestérone, AR : récepteur aux

androgénes, PRLR : récepteur a la prolactine.

écepteur ERa PR AR PRLR
Espéce
Souris 100 % 64 %
Rat
Ovin 93 % 86 % 62 %
Murin
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5. Controle de activité des kisspeptines
5.1. Expression génétique

Des études se basant sur les analyses de la modulation d'histone de la région du promoteur
Kissl fournissent un indice pour comprendre le modéle spécifique a la région de I'expression
du gene hypothalamique Kissl. Tomikawa et ses collaborateurs (2012) ont montré que
I'acétylation de H3K9 / 14, une modification de I'histone H3 activatrice, dans la région du
promoteur Kissl est étroitement associée a une augmentation de I'expression du géene Kissl a
la fois dans I'AVPV et I'ARC des souris. Plus précisément, I'acétylation de I'nistone H3K9 /
14 et la liaison ERa dans la région du promoteur kissl dans I’AVPV ont été induites par
I'estradiol et ont été positivement associées a une augmentation de I'expression du géne Kissl
dans ce noyau (Figure 19).

De plus, l'inhibiteur de la désacétylation des histones a induit I'expression de Kissl dans
des lignées cellulaires hypothalamiques murines in vitro. Ces résultats suggerent que
I'acétylation de I'histone H3K9 / 14 joue un réle critique dans l'induction de I'expression du
geéne Kissl de I’AVPV au proestrus chez la souris.

En effet, les niveaux d'acétylation de I'nistone H3K9 / 14 dans la région du promoteur
Kissl sont faibles au dioestrus mais augmentent au proestrus dans I'AVPV chez la souris.

L'estradiol a également amélioré la formation de la boucle de chromatine entre le
promoteur et les régions 3 'en aval du géne Kissl, suggérant que la région 3' en aval du gene
Kissl joue un réle clé dans la régulation de I'expression du gene Kissl en tant

qu'amplificateur dans 'AVPV (Uenoyama et al., 2016).

Activateur spécifique
a 'AVPY ( ( (
() ol
Locus Kiss1 ( ((

L» Expression de Kiss1

Figure 19 : Action nucléaire du récepteur ERa dans les neurones a kisspeptine de
I’AVPV (Adapté de Uenoyama et al., 2016 ; Boullenger, 2017).
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5.2. Effets de la photopériode et de la mélatonine sur I’expression de KISS1

La plupart des organismes restreignent leur fertilité a une période limitée pour assurer la
naissance et le sevrage des petits au moment le plus favorable de I’année (généralement le
début du printemps). La majorité des espéces utilise les variations annuelles de la durée
journaliere d’éclairement (ou photopériode) pour connaitre les saisons. Les variations
annuelles de la photopériode sont traduites en rythme de sécrétion de la mélatonine par un
systeme photo-neuroendocrine complexe. La lumiere percue par la rétine synchronise
I’activité de I’horloge circadienne biologique, localisée dans les noyaux suprachiasmatiques
de I’hypothalamus. Les informations temporelles sont ensuite transmises, via les ganglions
cervicaux supeérieurs, a la glande pinéale, qui synthétise et libére la mélatonine. Cette
hormone, issue de la sérotonine, qui constitue un marqueur endocrinien du rythme
nycthéméral et saisonnier. Les concentrations circulantes de mélatonine présentent un double
rythme : journalier (valeurs nocturnes plus élevées) et saisonnier (pic nocturne plus long en
hiver ou photopériode courte) (Figure 20).

La mélatonine est synthétisée dans les pinéalocytes mais n’est pas stockée dans ces
derniers, cependant, elle est directement libérée dans la circulation générale, ou sa demi-vie
est d’environ 20 minutes, Celle-ci est 10 a 20 fois plus élevée la nuit que le jour (Simonneaux
et al., 2009).
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Figure 20 : Les concentrations circulantes de mélatonine en photopériode courte et
longue (Simonneaux et al., 2009).
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Vu que les structures hypothalamiques ARC et AVPV sont dépourvues de récepteurs a la
mélatonine, cette derniére agit indirectement sur 1’expression de KISS1 via I’intervention
d’autres génes qui sont la Dio2 et le Rfrp (RFamide-related peptide), dont I’expression

dépend aussi de la mélatonine.
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Chapitre 111 :
Kisspeptines et la fonction de reproduction




Depuis la découverte de I’'importance des kisspeptines en physiologie de la reproduction,
le systeme composé par les neuropeptides kisspeptines et leurs récepteurs, notamment Kiss1R
ont fait I’objet d’une intense activité de recherche. Chez les mammiferes, y compris I’homme,
les kisspeptines jouent des roles dans de nombreux aspects de la reproduction. Les données
neuroanatomiques et physiologiques ont permis d’illustrer la fonction principale de ces
neuropeptides dans la régulation de I’activité des neurones & GNnRH et notamment de leur
mode de sécrétion (pulsatile ou pic). Puis, son implication dans le déclenchement de la
puberté, le contréle de 1’ovulation, la gestation, la lactation et I’activité des gonades chez les

espéces photopériodiques.

1. Kisspeptines et la secrétion des hormones gonadotropes

A la fin de 2004, des travaux avaient signalé 1’effet stimulant de Kp-10 et Kp-54 sur la
sécrétion de LH chez le rat et la souris. Cette action a été rapidement confirmée et étendue a
d’autres especes de mammifere, comme le mouton, le singe, ’humain, les chévres, porcs, et
vaches (Pinilla et al., 2012).

Chez I’homme et la femme, de nombreuses études pharmacologiques ont montré que les
Kisspeptines (surtout la Kp-54), administrées en intraveineuse (IV) ou en sous cutanée(SC),
sont capables de stimuler la sécrétion de LH et FSH (Dhillo et al., 2005, 2007). Cet effet a été
déja détecté aux premiers stades du développement postnatal, y compris pendant les périodes
infantile et / ou juvénile chez le rat, souris et singe, bien que chez ce dernier, seule la phase
juvénile a été testée. De plus, les effets stimulants des kisspeptines ont été détectés dans
différents états physiologiques de l'axe gonadotrope, tels que diverses phases du cycle
ovarien, la grossesse et l'allaitement (Pinilla et al., 2012).

Une autre étude a rapporté une disparition totale du pic LH et du cycle cestral chez la ratte
aprés une injection dans 1’aire pré-optique (APO) d’anticorps monoclonaux dirigés contre les
kisspeptines (Kinoshita et al., 2005). Par ailleurs, une inhibition de I’action stimulatrice des
kisspeptines a été observée lors d’une administration de deux antagonistes a la GnRH qui sont
la cétrorelix et I’acyline (Gottsch et al., 2004 ; Irwig et al., 2004 ; Matsui et al., 2004).

Des travaux, menes in vitro et in vivo, par Thompson et al. (2004), Messager et al.
(2005) et Novaira et al. (2009) ont enfin confirmé que les kisspeptines stimulent la sécrétion
de GnRH, en provoquant la dépolarisation des neurones a GnRH (Figure 21 ; Pielecka-
Fortuna et al., 2008).
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Pielecka-Fortuna et son équipe (2008) ont montré que le blocage des afférences GABA et
glutamate entraine une baisse de la réponse des neurones a GnRH aprés 1’administration de
kisspeptines, suggérant que les Kkisspeptines envoient des influx gabaergiques et
glutamatergiques vers les neurones a GnRH, améliorant leurs réponse (Pielecka-Fortuna et
Moenter, 2010).

En 2012, des chercheurs ont montré qu’en preestrus les Kisspeptines agissent sur les
neurones producteurs de monoxyde d’azote (NO) en facilitant la phosphorylation de 1’oxyde
nitrique synthase neuronale (NOSN), enzyme qui catalyse la formation de NO. Ce dernier a un
effet inhibiteur sur la sécrétion de LH durant le dicestrus, mais il semble étre nécessaire pour
la génération du pic de LH, probablement en synchronisant les neurones a GnRH dans leur
activité sécrétoire (Hanchate et al., 2012).

Il apparait donc, en prenant en compte a la fois les données anatomiques et
physiologiques, que les Kisspeptines stimulent la sécrétion des hormones gonadotropes en

agissant directement et indirectement, via le NO, sur les neurones a GnRH.

Facteurs métaboliques, hormonaux, environnementaux
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Figure 21 : Kisspeptine, un acteur majeur de la régulation neuroendocrine de la
reproduction Pielecka-Fortuna et al. (2008).
ARC : Noyau arqué ; AVPV : noyaux antéroventraux périventriculaires

2. Impact des kisspeptines sur I’axe hypothalamo-antéhypophyso-gonadique

Depuis 2003, les kisspeptines et leurs récepteurs KISS1R sont connus comme des acteurs
majeurs de 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. Des mutations des géenes codant le
peptide ou son récepteur ont été retrouvées chez des patients atteints de puberté précoce ou
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d’hypogonadisme hypogonadotrope. En effet, les kisspeptines sont de puissants stimulateurs
des neurones a GnRH, impliqués dans divers mécanismes régulant 1’axe gonadotrope comme

I’initiation de la puberté ou les rétrocontréles positifs et négatifs des stéroides sexuels.

2.1. Sexualisation des réseaux neuronaux et l’activation de I’axe gonadotrope a la
puberté

L’action des kisspeptines débute lors de la vie prénatale de 1’individu et se poursuit
jusqu’a I’activation de 1’axe hypothalamo-hypophysaire au moment de la puberté. Lors de la
vie utérine et postnatale, les stéroides sexuels influencent I’architecture du réseau neuronal a
Kisspeptines, ces neuropeptides participent, a leur tour, au déclenchement de la puberté ainsi
qu’a la maturation sexuelle de 1I’organisme (Boullenger, 2017).

Un dimorphisme sexuel caractérise les populations de neurones a kisspeptine de la RP3V
(aire rostrale préoptique du troisieme ventricule) et de I’ARC, selon les espéces. En 2014,
Clarkson et son équipe ont montré que, chez les souris males, les neurones a GnRH sont
dépourvus des recepteurs aux kisspeptines (GnRH-GPR54 KO). En prenant en compte
I’absence de différence d’expression de KissIR entre les méles et femelles a la naissance
(Herbison et al., 2010), il semble cohérent de penser que le dimorphisme sexuel ait
notamment pour origine une différence dans la quantité de kisspeptines produites lors de la
mise en place des réseaux neuronaux.

En 2014, Clarkson et ses collaborateurs montrent que les rats males, en période
périnatale, présentent une petite population de neurones a kisspeptines dans I’AVPV. Par
ailleurs, I’administration a des rats femelles d’une concentration élevée de testostérone durant
la période périnatale provogue une diminution du nombre de neurones a Kisspeptines présents
dans I’AVPV a 1’age adulte jusqu’a atteindre une quantité comparable a celles des males
adultes, ainsi qu’une baisse de la quantité de kisspeptines produites par cesS mémes neurones
(Kauffman et al, (2007a ; Homma et al., 2009). Les mémes équipes ont observé chez les
rats néonataux castrés, une augmentation du nombre de neurones a kisspeptines dans I’AVPV
a I’age adulte, mais cette quantité de neurones reste cependant intermédiaire entre celles des
femelles et des males entiers. A partir de cette expérience, il est aisé de déduire que
I’importance de la population de neurones a kisspeptines est a 1’origine de 1’apport en
Kisspeptines nécessaire a la mise en place des différences entre les populations de neurones a
kisspeptines de I’AVPV chez le méle et la femelle.

En effet, le role des stéroides sexuels, plus précisément de la testostérone dans la

différenciation sexuelle du cerveau en général a été bien prouvée (Simerly, 2002 ; Morris et
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al., 2004). D’apres ces auteurs, les modifications du dimorphisme sexuel des neurones a
GnRH sont corrélées a une modification du dimorphisme sexuel concernant la sécrétion de
gonadotrophines. lls ont aussi remarqué 1’absence de pic de LH chez les femelles
androgeénisées et son apparition chez les méles castrés. Ces deux études suggerent donc que la
testostérone agit durant la période périnatale sur 1’organisation des neurones a kisspeptines
dans ’AVPV, causant ainsi le dimorphisme sexuel au sein de ’AVPV que ’on retrouve chez

I’adulte (Figure 22).
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Figure 22 : Schéma représentatif du dimorphisme sexuel de la population de neurones
Kissl dans I'AVPV chez les rongeurs (Pinilla et al., 2012).

Les points noirs représentent l'expression de I'ARNm Kissl dans ce noyau hypothalamique. a)
I'orchidectomie néonatale chez les males (NEO-ORX), qui améliore I'expression de Kissl et permet
une rétroaction positive a I'age adulte (panneaux supérieurs); b) l'androgénisation néonatale chez la
femme (ANDRO) qui empéche la surexpression de Kissl spécifique a la femelle dans I'AVPV et
émousse les rétrocontrdles positifs a I'dage adulte (panneaux du milieu). De plus, les effets activateurs
des cestrogeénes (E2) sur I'expression de I'ARNm de Kissl dans I'AVPV sont également schématisés
chez des rats femelles adultes, soumis ou non a une androgénisation néonatale (en bas panneaux).
Présence (cases bleues) ou I'absence (cases grises) de rétroaction positive est notée pour chaque mode

Il existe chez plusieurs espeéces, notamment 1’homme et les rongeurs, deux pics de

testostérone qui apparaissent au debut de la vie : un premier indépendant des gonadotrophines
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qui survient en milieu de gestation et le deuxieme dans les heures ou les semaines qui suivent
la naissance (selon I’espéce), qui est d’une intensité importante chez le male que chez les
femelles (Clarkson et al., 2014). Une expeérience realisée par ces auteurs, sur des souris
méles GhnRH-GPR54 KO, a montré que ce pic de testostérone est déependant de GnRH qui est
elle-méme sous le contrdle des kisspeptines.

A partir des résultats de nombreuses autres études, un modéle pour 1’organisation du
réseau de neurones a kisspeptines durant la période périnatale a été établi (Kauffman et al.
2007a ; Homma et al., 2009 et Clarkson et al., 2014).

Chez la souris male, pendant la vie utérine, une population de neurones a Kisspeptines
dans la RP3V s’est mise en place suite au pic de testostérone embryonnaire qui est
indépendant des gonadotrophines. A la naissance, cette population de neurones secréte les
Kisspeptines qui stimulent la sécrétion de GnRH et ainsi la sécrétion de testostérone par les
testicules. La testostérone, a son tour, provoque la masculinisation du cerveau et notamment
celle du réseau de neurones a kisspeptines de la RP3V en limitant son développement
(Boullenger, 2017).

Il a été suggéré que la masculinisation nécessite un pic de testostérone embryonnaire alors
que la féminisation du réseau de neurones a kisspeptine de I’AVPV nécessite la présence
d’cestrogénes pour étre complete (Bakker et al., 2010 ; Gill et al., 2010). Ces auteurs
affirment que la présence des stéroides sexuels gonadiques durant la période juvenile est
d’une nécessité critique pour la mise en place des circuits neuronaux permettant 1’apparition
du pic de LH préovulatoire.

Cette mise en place du dimorphisme sexuel dans I’organisation du réseau de neurones a
kisspeptines permet le bon déroulement du déclenchement de la puberté. Au cours de cette
période, une nouvelle série de modifications se déroule en ce qui concerne la structure,
I’activité et la régulation du réseau de neurones a kisspeptines.

En premier lieu, chez la souris prépubaire, une augmentation de la production de
kisspeptines a été observé suite a I’augmentation du nombre des neurones kisspeptinergiques
dans la RP3V (Clarkson et Herbison, 2006 ; Clarkson et al., 2009). Dans la RP3V et
I’ARC, une forte augmentation de I’expression de Kissl est constatée dans les deux sexes
chez les rongeurs (Yap et al., 2016). En parallele, le nombre de projections des neurones a
Kisspeptines envoyé aux neurones a GnRH augmentent (Clarkson et Herbison, 2006 ;
Nestor et al., 2012). De plus, lors de la puberté, les neurones a GnRH expriment une
meilleure réponse a 1’effet stimulateur des kisspeptines, passant de 27 % a 90 % de neurones
activés par les kisspeptines (Han et al., 2005).
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2.2. Formation du pic préovulatoire de GnRH et de LH

Pour rappel, les stéroides sexuels produits, par les gonades, sous I’effet de la LH
assurent plusieurs fonctions chez le male et la femelle. En plus de leur role dans la
gamétogenese, le développement et le maintien d’un tractus génital fonctionnel ainsi que la
mise en place des caractéres sexuels secondaires et tertiaires, la progestérone, les cestrogénes
et la testostérone controlent I’activit¢é de 1’axe hypothalamo-hypophysaire par des
rétrocontroles qui permettent de réguler la synthese de GnRH, de LH et de FSH. Les stéroides
sexuels permettent le maintien de la sécrétion basale de GnRH, LH et FSH via un
rétrocontrole négatif permanent sur 1’axe gonadotrope. Cependant, chez la femelle, lorsque
I’imprégnation cestrogénique dépasse un certain seuil, les cestrogenes et la progestérone,
exercent un rétrocontrdle positif sur 1’axe gonadotrope, ce qui permet la genése du pic de
GnRH puis celui de LH qui permet le déclenchement de I’ovulation.

Des études ont montré que les récepteurs aux cestrogénes ERa et a la progestérone PR
sont indispensables au rétrocontréle positif, mais sachant que les neurones a GnRH sont
dépourvus de ces récepteurs (Herbison et Pape, 2001), ceci permet de dire qu’il existe un
autre type cellulaire sensible aux stéroides sexuels qui permet de compléter les boucles de
rétrocontrdle en agissant comme intermédiaire entre les stéroides sexuels et les neurones a
GnRH.

Progressivement, les études effectuées sur I’axe hypothalamo-antéhypophysaire et les
Kisspeptines, ont montré que les neurones qui synthétisent ces neuropeptides, sont eux qui
fixent les stéroides sexuels grace aux récepteurs ERa et PR, présents dans la RP3V et qui
répondent au rétrocontrdle positif chez la femelle (Lee et al., 1999). Des études faites sur des
rongeurs ont montré que les neurones a kisspeptines de la RP3V répondent spécifiquement
aux cestrogenes par une augmentation de la transcription de Kissl, cette réponse se fait via le
récepteur ERa. En plus d’ERa, I’expression de PR par les neurones a kisspeptine est
indispensable pour I’apparition du pic LH (Stephens et al., 2015).

Les mécanismes moléculaires a 1’origine du rétrocontrdle positif effectués par les
neurones a kisspeptines commencent a étre partiellement élucidés. Les cestrogénes et la
neuroprogestérone agissent en coopération afin de stimuler la synthése de la kisspeptine et ce
en impliquant plusieurs types de cellules nerveuses.

Ainsi, il est important de noter que la progestérone impliquée dans ce rétrocontrole n’est
pas seulement d’origine périphérique mais aussi neuronale. La neuroprogestérone est

synthétisée par les astrocytes présents dans I’hypothalamus. Sa synthese est aussi controlée
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par les cestrogenes via ses récepteurs membranaires. Afin que cette neuroprogéstérone soit
synthétisée une certaine valeur seuil de la quantit¢ d’cestrogéne doit Etre dépassée
(Boullenger, 2017).

Les cestrogenes agissent de différentes manieres sur les neurones kisspeptinergiques. En
premier lieu, ils augmentent la transcription du géne kissl en empruntant la voie génomique
des récepteurs aux cestrogenes. Cependant I’ERa interagit avec d’autres sites, autres que les
sites classiques ERE (estrogene responsive elements), qui sont les sites de fixation du facteur
de transcription SP1, localisés dans le promoteur du gene Kissl (Li et al., 2007). L autre effet
des cestrogenes au sein des neurones a kisspeptines concerne 1’action de la neuroprogestérone
sur la cellule.

Cependant, des études ont prouvé que les récepteurs PR sont nécessaires pour 1’action des
cestrogenes sur les neurones kisspeptinergiques. Ainsi, les cestrogenes vont augmenter la
synthése des PR via des ERa nucléaires, ce qui permet a la neuroprogésterone d’exercer son
action sur les neurones a kisspeptines. Suite a la fixation de la neuroprogestérone, des voies de
signalisation sont déclenchées. Celles-ci, stimuleraient 1’action des cestrogénes sur la synthése

des kisspeptines ainsi que leur sécrétion a partir des neurones (Figure 23 ; Boullenger, 2017).
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Figure 23 : Interactions entre les signaux cestrogéniques et
neuroprogestéroniques dans les neurones a kisspeptines et les astrocytes pour la
médiation du rétrocontrole positif des stéroides sexuels
(Adapté de Rudolph et al., 2016).
3B-HSD : 3-béta-hydroxystéroide déshydrogénase, mGIluR1a : récepteur membranaire Al au
glutamate, Preg : pregnénolone.
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2.3. Controdle de la pulsatilité des neurones a GnRH

Contrairement au role attribué aux neurones kisspeptinergiques de la RP3V qui est la
genese du pic de GnRH préovulatoire, ceux de ’ARC quant a eux, contrdlent la sécrétion
basale et pulsatile des gonadotrophines. L’ARC est une région de I’hypothalamus qui est
considérée comme générateur des pulsations de GnRH, ceci a été prouvé grace aux
observations de la synchronisation entre I’activité électrique de cette région et le rythme de
libération de la GnRH. Vu I’absence des ERa au niveau des neurones a GnRH, les neurones a
kisspeptines sont les candidats favoris pour contrdler le rythme pulsatile de la GnRH et le
rétrocontrole négatif des stéroides sexuels.

Des études en électrophysiologie réalisées chez des chévres montrent une synchronisation
entre 1’activité électrique pulsatile de I’ARC et la sécrétion de LH ; cette derniere a pour
origine les neurones a kisspeptines de I’ARC, ceci a été prouvé par I’existence d’une activité
électriqgue multiunitaire (MUA) enregistrée a proximité de ces neurones (Figure 24). Il est a
noter aussi que la transcription de kissl dans I’ARC est inhibée par les cestrogénes et

augmentée en leur absence (Smith et al., 2005).
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Figure 24 : Enregistrements de la secrétion pulsatile de LH et des salves de MUA
obtenues dans I’ARC au contact des neurones a kisspeptines chez un bouc castré

(Ohkura et al., 2009).

La courbe du bas correspond au nombre de pics d’activité électrique selon le temps et la courbe du
haut correspond a la concentration plasmatique de LH selon le temps. On peut constater que chaque
salve de MUA est suivie d’une sécrétion de LH.

Par ailleurs, la majorité des neurones a kisspeptines de I’ARC (80% a 95%) coexpriment
la NKB et DYN A (Goodman et al., 2007). Cette population de neurones, dénommés KNDy
pour Kisspeptine/Neurokinine B/Dynorphine A (Cheng et al., 2010), a été par la suite

identifiée chez le rat, la souris, les caprins et chez la femme (Boullenger, 2017).
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En 2012, une étude faite sur les ovins et les caprins a pu montrer que I’administration de
la neurokinine B, provoque une augmentation des fréquences des MUA de I’ARC et la
libération de LH (Wakabayashi et al., 2010 ; Goodman et al., 2013). La majorité des
cellules KNDy de I’ARC expriment le NK3R, récepteur de la NKB qui semble étre
I’activateur des neurones KNDy a I’origine de la formation des MUA. De plus, vu I’absence
des récepteurs NK3R sur les neurones a GnRH, ces derniers recoivent le signal via les
Kisspetines.

Par ailleurs, d’autres études ont montré que 1’administration de dynorphine entraine une
diminution de I’activité des neurones KNDy. Le récepteur KOR de dynorphine est exprimé
dans 90% des neurones KNDy chez les ovins (Weems et al., 2016) et 41% des neurones
KNDy chez la souris (Ruka et al., 2013).

Ainsi, L’activit¢ de ces neurones est synchronisée suite a 1’action paracrine voire
autocrine des deux neuropeptides NKB et DynA. La NKB exerce une boucle de rétroaction
positive sur les neurones KNDy, ce qui provoque une forte sécrétion de kisspeptines. La
quantité de dynorphine, quant a elle, est augmentée suite a 1’élévation du taux de NKB, cette
élévation induit la fin de la pulsation. Cela permet une sécrétion pulsatile des kisspeptines qui
stimulent & leur tour la sécrétion pulsatile et tonique de GnRH et LH.

Le r6le de la NKB dans la stimulation des neurones KNDy est également controversé. La
différence entre 1’effet stimulateur et I’effet inhibiteur dépend de 1’environnement hormonal,
notamment cestrogénique. Lorsque la concentration en cestrogenes est trés faible, voire nulle,
NKB inhibe la sécrétion de LH, alors que lorsque la concentration en cestrogenes est plus

élevée, NKB stimule la sécrétion de LH (Navarro et al., 2011a ; Grachev et al., 2014).

3. Action des hormones sexuelles sur les Kisspeptines

Clarkson et al. (2009) ont montré que les cestrogénes agissent sur les deux populations
principales de neurones exprimant les Kp. En effet, des expériences d’ovariectomie ont révélé
que I’absence d’cestrogenes est associée a une diminution du nombre de neurones exprimant
la Kp dans I’AP et que 1’administration d’cestradiol 17 bloque cet effet (Beltramo et
Dufourny, 2015). La situation est moins claire dans I’ARC des femelles ovariectomisées qui
présentent soit une augmentation de la synthése de Kp soit une diminution (Clarkson et al.,
2009). Chez les souris dont le géne codant I’aromatase est invalidé et qui sont incapables de
synthétiser les cestrogenes, la Kp n’est pas détectée par immunohistochimie dans les neurones
de I’AP mais elle est toujours clairement observable dans I’ARC méme si elle est réduite

(Clarkson et al. 2009 ; Beltramo et Dufourny, 2015).
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Chez le hamster orchidectomisé dans le RP3V, une régulation positive de la testostérone
est détectée sur le nombre de cellules kisspeptines immunoréactive (kp-ir) tandis qu’aucun
effet n’est observé dans I’ARC. Chez la brebis, dans I’AP, il est intéressant de noter que
contrairement aux niveaux d’ARNm-Kiss1 qui ne semblaient pas étre régulés par 1’cestradiol,
le nombre de cellules kp-ir augmente suite a la pose d’un implant d’cestradiol sur des brebis
ovariectomisées (Smith et al., 2008). Dans I’ARC médian et caudal, comme pour le nombre
de cellules Kissl, le nombre de cellules kp-ir augmente suite a la pose d’un implant
d’cestradiol sur des brebis ovariectomisées (Desroziers, 2011).

Pour conclure sur la régulation par les stéroides sexuels de 1’expression de kp, celle-Ci est
différente selon les régions et I’espece étudiée. Chez les rongeurs, les études montrent une
régulation positive de I’expression de kp dans les neurones a kp du RP3V et une régulation
plutot négative de I’expression et de kp dans les neurones a kp de I’ARC par I’cestradiol et la
testostérone (Figure 25). Chez la brebis, I’expression de Kissl n’est pas régulée par
I’cestradiol dans I’AP. En revanche, le nombre de cellules kp-ir est régulé positivement
suggeérant une régulation de type post-transcriptionnelle dans cette région pour cette espéce.
De plus, chez cette espéce, ’expression de Kissl et de kp ne semble pas étre régulée dans
I’ARC antérieur par 1’cestradiol mais serait régulée de manieére dose-dépendante dans I’ARC
caudal suggérant 1’existence d’une hétérogénéité des neurones a kp de ’ARC (Desroziers,

2011).

Estradiol

Figure 25 : Schéma représentatif des régulations des neurones a kisspeptine par les
stéroides sexuels chez les rongeurs d’age adulte (Desroziers, 2011).
La fléche en trait pointillé signifie que la régulation par la testostérone des neurones du RP3V pourrait
passer par I’aromatisation de la testostérone en cestrogéne et agir via les ERa
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4. Déclenchement de la puberté

En 2003, Roux et ses collaborateurs, ainsi que Seminara et son équipe ont mis en
évidence la nécessité des kisspeptines pour le déclenchement de la puberté. Ils découvrent
ainsi des mutations au sein du gene KissIR chez ’homme et établissent un lien avec les
troubles de la puberté et la fertilité rencontrés dans le cas d’hypogonadisme hypogonadotrope
(Clarke et al., 2015).

Des études chez la souris ont montré que 1’absence d’expression du géne kiss1 ou du géene
kiss1R entraine des troubles de I’appareil génital. Au niveau macroscopique, les males adultes
présentent des testicules de petite taille, un défaut de développement des glandes séminales,
de la prostate et des glandes préputiales, ainsi qu’un micropénis; les femelles adultes
présentent des ovaires, un utérus, un col utérin, un vagin et un tissu mammaire trés peu
développés. L'analyse histologique des tubes séminiferes a permis de montrer que la
spermatogenése est bloquée au début de la spermiogenése. Chez la femelle, la folliculogenése
n’aboutit pas, aucun signe d’ovulation n’est observable, I’endometre est peu développé et ne
contient que trés peu de glandes.

Enfin, le profil hormonal des souris adultes déficientes en Kkisspeptines est
significativement différent de celui des souris sauvages, avec des concentrations plasmatiques
en testostérone et en FSH plus basses, une absence de fluctuations cycliques des cestrogénes,
une concentration plasmatique en LH plus basse et équivalente chez les femelles a celle
mesurée lors de I’ancestrus. L’absence de signalisation kisspeptinergique maintient donc les
individus mutés a un stade juvénile et empéche la survenue de la puberté (Boullenger, 2017).

Plus récemment, il a été démontré que la perfusion intracérébroventriculaire continue
d'un antagoniste spécifique de la kisspeptine au moment de la transition pubertaire altére la
progression normale de la puberté chez les rats. Enfin, I'administration répétée de kp-10 chez

des rats immatures accélére le début de la puberté (Clarke et al., 2015).

5. Kisspeptines dans la régulation de la fonction gonadique et actions sur les gametes
En plus de leur réle au niveau central, les kisspeptines ont aussi une action périphérique.

Ils agissent ainsi directement au niveau des testicules et des ovaires.

5.1. Testicules et spermatozoides

Les Kisspeptines et leurs récepteurs associés sont fortement exprimés dans les testicules.
Chez la souris, Kissl est retrouvées dans les cellules de Leydig, les spermatides, les
spermatozoides et les cellules épithéliales de 1’épididyme, tandis que KissIR est mis en

évidence dans les spermatides, les spermatozoides et les cellules de Leydig (Mei et al., 2013 ;

40




Salehi et al., 2015). Cependant, I’étude de Tariq et ses collaborateurs (2013) a montré que
chez les primates, Kissl n’est exprimé que dans les spermatides et les spermatozoides et
Kiss1R dans les cellules précédemment citées ainsi que les cellules de Sertoli. Concernant les
spermatozoides, Pinto et al. (2012) ont montré que les kisspeptines et leurs récepteurs sont

localisés au niveau de I’acrosome, du col et de la piéce intermédiaire (Figure 26).

Figure 26 : Immunofluorescence de spermatozoides humains avec des anticorps dirigés
contre la kisspeptine et contre son récepteur, Kiss1R (Pinto et al., 2012).
Analyse par double immunofluorescence de la kisspeptine (signal vert), KISSIR (signal rouge) et
image fusionnée montrant la co-localisation de la kisspeptine et de son récepteur (signal jaune). Des
expériences ont été effectuées au moins six fois avec des résultats. Barre d'échelle, 20 um.

Une étude faite par Salehi et al. (2015), a démontré que 1’augmentation de la sécrétion de
LH entraine une augmentation de la quantité d’ARNm de Kissl dans les cellules de Leydig et
que la suppression de LH entraine I’effet contraire.

De plus, les kisspeptines ne semblent pas jouer de réle direct dans la fonction endocrine
des testicules. En effet, I’administration in vitro de kisspeptines n’entraine pas d’augmentation
de la sécrétion de testostérone dans les cellules de Leydig des murins (Mei et al., 2013) et les
testicules de singes (Tariq et Shabab, 2017). De méme, I’injection d’un antagoniste de
Kiss1R ne modifie pas la concentration plasmatique en testostérone (Huma et al., 2014).

Cependant, 1’étude conduite par Irfan et al. (2014) montre que, dans un contexte
d’inhibition de I’axe hypothalamo-hypophysaire, les kisspeptines augmentent la production de
testostérone induite par l’injection de 1’hormone chorionique gonadotrope (hCG). 1l se
pourrait donc que, sans avoir d’effet direct, les kisspeptines agissent indirectement sur la

production de stéroides sexuels.
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En outre, concernant la spermatogenese, de nombreuses études ont révélé que les
kisspeptines y seraient impliquées chez différentes especes. La localisation de Kiss1R et de
ses ligands rendrait possible des interactions paracrines entre les cellules de Leydig, de Sertoli
et le devenir des spermatozoides (Tariq et al., 2013 ; Meccariello et al., 2014).

Enfin, les Kisspeptines agissent directement sur le fonctionnement des spermatozoides. En
effet, elles entrainent une augmentation de la concentration intracellulaire en Ca?*,
probablement depuis les réserves cytoplasmiques (Pinto et al., 2012). 1l a été montré que les
Kisspeptines augmentent la motilité des spermatozoides en induisant une hyperactivation
transitoire de maniére concentration-dépendante et un effet inhibé est démontré en présence
d’un antagoniste de Kiss1R (Pinto et al., 2012). Les kisspeptines qui agissent sur les spz
seraient contenues dans le liquide séminal et pourraient étre sécrétées, entre autres, par les
cellules épithéliales épididymaires (Hsu et al., 2014). Les kisspeptines pourraient ainsi
participer a la motilité des spermatozoides et a leur capacitation dans les voies génitales

femelles, leur permettant ainsi d’atteindre I’ovocyte et de le féconder.

5.2. Ovaires et ovocytes

Lors de I’ovulation, les Kisspeptines joueraient non seulement un réle au niveau
hypothalamique, mais aussi dans 1’ovaire. Les ARNm des Kisspeptines et de leur récepteur
ont ¢été¢ détectés dans I’ovaire chez plusieurs especes. Chez le rat, Kiss1 est exprimé dans la
granulosa, la théque interne, les corps jaunes, I’ovocyte, le tissu interstitiel et 1’épithélium de
la surface ovarienne (Castellano et al., 2006), le Kiss1R est quant a lui exprimé dans la
theque, le corps jaune et le tissu interstitiel. Ceci suggere ’existence d’un systeme local a
Kisspeptines capable d’un contrdle direct de 1’activité de 1’ovaire. Le niveau d’expression de
I’ARNm des Kisspeptines change pendant le cycle cestral chez la ratte, et est nettement accru
pendant la phase préovulatoire. Cette augmentation fait défaut si le pic préovulatoire des
gonadotrophines est bloqué mais elle est induite par un traitement avec ’hCG, un agoniste du
récepteur de la LH (Castellano et al., 2006).

L’utilisation d’animaux déficients en KissIR a aussi révélé I’importance de la
signalisation du systéme Kisspeptine dans 1’ovaire (Beltramo et Dufourny, 2015). En 2012,
Ricu et ses collaborateurs ont montré que des injections d’un antagoniste des kisspeptines (le
peptide 243) dans les ovaires, entrainent un retard de la puberté et de fortes irrégularités du
cycle cestral des rats sans que la concentration plasmatique en LH soit modifiée, ce qui
suggere que les Kkisspeptines participent localement dans les ovaires au développement

folliculaire et a I’ovulation. Au sein des ovaires, les kisspeptines permettent de maintenir la
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réserve ovarienne dans le temps, en participant aux voies assurant la survie des ovocytes non
ovulés et en limitant le recrutement d’un nombre trop important de follicules. En paralléle,
elles facilitent 1’ovulation des follicules les plus developpés et les rend plus efficaces. Ce
faisant, les kisspeptines participent également a la fonction endocrine des ovaires en
favorisant la formation des corps jaunes et la production de progestérone par ces derniers.

L’absence compléte du KissIR bloque la maturation folliculaire et I’ovulation.

6. Kisspeptines dans la gestation et la lactation
6.1. Gestation
6.1.1. Développement utérin et fécondation de I’ovocyte

De nombreuses études ont pu montrer que 1’absence de kisspeptines au niveau central
entraine une hypoplasie de I’'utérus (Seminara et al., 2003). Cependant, le développement des
glandes endométriales est principalement sous le contrble périphérique (Boullenger, 2017).
Leodn et al. (2016), ont ainsi mis en évidence que les glandes de I’endométre dépendent a 75
% des kisspeptines d’origine périphérique.

Chez la femme, les kisspeptines et leurs récepteurs sont localisés dans 1’épithélium
glandulaire et luminal de I’endometre, ainsi que dans les cellules épithéliales de 1’oviducte
(Cejudo Roman et al., 2012). En outre, I’expression de Kissl et celle de Kiss1R ont été
détectées dans 1’utérus de nombreuses especes : de souris (Zhang et al., 2014), de rat (Terao
et al., 2004) et de I’humain (Cejudo Roman et al., 2012).

En se basant sur ces différentes expériences, il a été suggéré que les kisspeptines sont
nécessaires au développement correct de 'utérus et notamment des glandes endométriales.
Leur production évolue au cours du cycle sexuel pour atteindre un pic lors de 1’cestrus. En
¢tant produites a la fois par les cellules de ’ampoule et de I’isthme, mais également par
I’ovocyte et les cellules du cumulus oophorus, les kisspeptines participeraient a la formation
d’un environnement favorable et joueraient un réle local dans la fécondation des ovocytes par
les spermatozoides en induisant la capacitation et 1’hyperactivation de ces derniers. Ces
neuropeptides pourraient aussi intervenir dans la prévention d’une implantation prématurée de

I’embryon dans I’oviducte (Gaytan et al., 2007).

6.1.2. Nidation et placentation

La nidation est une étape essentielle dans le déroulement de la grossesse. Apres la
fécondation, c'est le préalable indispensable au développement du futur individu. L'embryon
s'implante solidement dans la muqueuse utérine et peut poursuivre son développement. Ainsi,

de nombreuses expériences ont pu démontrées que les kisspeptines permettent 1’implantation

43




de I’embryon dans I’endométre maternel, en agissant sur la production de molécules
nécessaires a cette étape, favorisant I’adhésion du blastocyste a la matrice extracellulaire et en
stimulant les différenciations cellulaires caractéristiques de la décidualisation

Cependant, les niveaux les plus élevés d'expression de kisspeptines périphériques dans le
corps ont été trouvés dans les cellules syncytiotrophoblastes du placenta (Figure 29). Les
niveaux circulants de kisspeptines ont montré une augmentation avec la gestation chez la
femme, avec des niveaux a la fin de la grossesse qui augmentent jusqu'a 7 000 fois plus que
chez les témoins non gravides.

Les kisspeptines réguleraient donc la sécrétion de LIF leukemia inhibitory factor par
I’endométre. Cette molécule est en effet indispensable pour I’implantation (Stewart et al.,
1992) et son administration a permis d’obtenir 1’adhésion des embryons chez les souris
déficientes en Kiss 1 : Kiss1-KO (Calder et al., 2014).

La placentation est également régulée par les Kisspeptines produites par le
syncytiotrophoblaste. Celles-ci limitent le développement excessif du placenta en diminuant
I’invasion protéolytique de 1’endométre par les cellules trophoblastiques et en régulant la
néovascularisation placentaire ; ceci a été prouvé par une étude mené par Francis et al.
(2014), qui a mis en évidence que les kisspeptines régulent I’expression de certains génes
dans les cellules trophoblastiques. Ces génes sont notamment ceux permettant la synthese des
MMP (matrix metalloproteinases), TIMP (Tissue inhibitors of metalloproteinases) et de
VEGF-A (Vascular endothelial growth factor). Ces deux derniers ont pour propriétes
respectives de limiter 1’activité des MMP et de favoriser 1’angiogenése.

Les Kisspeptines produites par le syncytiotrophoblaste permettraient donc de limiter
I’invasion du trophoblaste, en réduisant I’activité protéolytique locale et en inhibant la
migration des cytotrophoblastes et donc permettraient également de réguler la formation du
placenta (Figure 27 ; Bilban et al., 2004).

6.2. Lactation

La lactation est un processus complexe qui met en jeu différents messagers chimiques.
Parmi ceux-ci, la prolactine et 1’ocytocine qui ont des réles particuli¢rement importants. La
prolactine permet la production de lait par la glande mammaire, préalablement développée
lors de la mammogenése, en stimulant la synthese de ses différents constituants, elle est
¢galement responsable de I’arrét de la cyclicité qui survient durant la lactation chez certaines
especes (anoestrus de lactation). Le stimulus mécanique provoqué par la tétée est

extrémement important pour la lactation.
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La sécrétion de la prolactine est contr6lée par les neurones endocriniens hypothalamiques,
en particulier les neurones dopaminergiques tubéroinfundibulaires (TIDA) situés dans le
noyau arque de I'hypothalamus (ARC). Ces neurones sécretent de la dopamine dans le
systeme porte hypophysaire, ce qui conduit & I'activation des récepteurs de la dopamine D2
dans les cellules lactotropes hypophysaires, provoquant la suppression de I'expression du gene

de la prolactine et de la sécrétion de prolactine.
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Figure 27 : Distribution de I’expression de Kissl (A) et Kiss1R (B) dans le trophoblaste
humain (Bilban et al., 2004).

Les zones d’expression des geénes sont représentées par les plages grisées ; AV : villosité d’ancrage,
evCT: cytotrophoblaste extravilleux, ST: syncytiotrophoblaste, vCT: cytotrophoblaste villeux.

6.2.1. Interaction entre les kisspeptines et la prolactine lors de la galactopoiése

La prolactine est une hormone protéique produite et sécrétée par I'nhypophyse antérieure
(Brown et al. (2014). Sa sécrétion est contrblée par les neurones endocriniens
hypothalamiques, en particulier les neurones dopaminergiques tubéroinfundibulaires (TIDA)
situés dans I’ARC.

Cependant, sa secrétion est inhibée par la fixation de la dopamine sur leurs récepteurs D2
situés aux niveaux des cellules lactotropes hypophysaires, provoquant ainsi la suppression de
I'expression du gene de la prolactine. Cette derniére interagie avec la cellule cible via des
récepteurs spécifiques situés sur la membrane plasmique par conséquent, ils permettent aux
neurones TIDA de détecter les niveaux de prolactine circulante et de réguler sa sécrétion
(Donato et Frazao, 2016).

Lorsque la prolactine est a une concentration plasmatique élevée, elle entraine chez 1’étre
humain, le rat et la souris une baisse de la sécrétion de GnRH ainsi que des hormones
gonadotropes et provogue alors une diminution de la cyclicite.

Il est actuellement bien établi qu’une sécrétion augmentée de prolactine chez les femmes

qui allaitent peut induire une stérilité chez celles désirant un enfant. Une équipe du Kremlin-
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Bicétre a Paris, valide 1’hypothése que cette hyperprolactinémie bloque 1’ovulation en
inhibant la sécrétion de I’hormone hypothalamique GnRH. Comme les neurones a GnRH
expriment peu le PRLR ou pSTATS, il est donc peu probable que la prolactine modifie la
fertilité en agissant directement sur les neurones a GnRH mais plutdt en modulant ’activité de
I’axe gonadotrope via les neurones a kisspeptines, Ainsi, il a été constaté que la concentration
en kisspeptines dans I’ARC baisse fortement chez la ratte en lactation (Yamada et al., 2007).
De plus, 86 % des neurones a kisspeptines de la RP3V et 70 % des neurones a kisspeptines de
I’ARC expriment PRLR chez le rat (Kokay et al., 2011) et entre 70 % et 85 % des neurones a
kisspeptines de I’ARC expriment pSTATS5 en réponse a I’administration de prolactine chez le
rat (Sjoeholm et al., 2011 ; Araujo-Lopes et al., 2014). Ainsi, la réduction de fertilité par la
prolactine durant la lactation semble étre due a I’inhibition des neurones kisspeptinergiques et
donc de la production de Kisspeptine, entrainant une diminution de GnRH et des
gonadotrophines (Figure 28 ; Sonigo et al., 2013).
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Figure 28 : Mécanismes de I’hypogonadisme induit par I’hyperprolactinémie impliquant
les kisspeptines (Sonigo et al., 2013).

Les taux élevés de prolactine (orange) font baisser 1’expression de kisspeptine dans les neurones a
kisspeptine (jaune) par le biais des récepteurs de la prolactine (R). Ceci provoque une baisse du
relargage de la GnRH (rouge), conduisant a une perte du signal GnRH nécessaire a 1’ovulation. Les
hormones hypophysaires, FSH et LH (bleu) sont alors faiblement sécrétées. La prolactine pourrait
aussi avoir des effets directs sur les neurones a GnRH et/ou les cellules gonadotropes, ou encore
d’autres neurones a GnRH afférents.

En effet, la fixation de la prolactine sur ses récepteurs (PRLR) présents sur les neurones a

kisspeptine de I’ARC et la RP3V inhibe I’expression du géne Kiss1, d’ou résulte 1’absence de

46




sécrétion de cette derniére et ’inhibition de 1’axe gonadotrope, ceci a été prouvé par des
perfusions systémiques ou intracérébroventriculaires (icv) de prolactine. D’autres études ont
prouvé qu’environ 80% des neurones exprimant Kissl dans I'ARC expriment pSTATS
(Protein  Signal Transducers and Activators of Transcription) apres administration
intrapéritonéale (ip) aigué de prolactine chez des souris femelles en diestrus (Donato et
Frazao, 2016 ; Brown et al., 2014).

Réciproguement, les kisspeptines agissent probablement sur la sécrétion de prolactine. En
effet, une étude in vitro menée sur des cellules adénohypophysaires bovines a montré que Kp-
10 administrée a haute dose stimule la sécrétion de prolactine (Kadokawa et al., 2008). Cette
augmentation de la prolactinémie sous 1’effet des kisspeptines est accompagnée d’une baisse
de la production de dopamine dans I’éminence médiane. il se trouve aussi, qu’entre 30 % et
80 % des neurones TIDA expriment ERa et que I’action de Kp-10 sur les neurones TIDA
nécessite la présence préalable d’cestrogénes (Ribeiro et al., 2015). Ainsi, les neurones a
Kisspeptines agissent sur la sécrétion de prolactine en inhibant la sécrétion de dopamine par
les neurones TIDA, ce qui léve I’inhibition des cellules lactotropes de 1’adénohypophyse, le
tout sous contrdle oestrogénique (Figure 29). L’information sensorielle captée au niveau de
la mamelle remonte jusqu’a 1’hypothalamus via les colonnes antérolatérales de la moelle
épiniére et le tronc cérébral, pour finir par stimuler les neurones ocytocinergiques et inhiber

les neurones TIDA : ce sont les réflexes d’¢jection du lait et d’entretien de la lactation.

6.2.2. Kisspetines et reflex d’éjection du lait

Les kisspeptines permettent également le réflexe d’éjection du lait provoquée par une
stimulation mécanique de la mamelle. Ces neuropeptides stimuleraient, directement ou
indirectement, la sécrétion d’ocytocine (Figure 30). En effet de nombreuses expériences ont
pu montrer que I’injection IV de kisspeptines entraine une augmentation de la concentration
plasmatique en ocytocine (Kotani et al. 2001), en revanche cet effet n’est cependant pas
reproduit en réponse a I’administration en ICV de Kp-10, ce qui suggere un effet périphérique
indirect des kisspeptines sur la sécrétion d’ocytocine chez la ratte non gestante.

D’autre part, chez la ratte gestante, les neurones a ocytocine répondent fortement a
I’administration centrale de kisspeptines (Scott et Brown, 2011 ; Seymour et al., 2017) due a
la densification des axones kisspeptinergiques dans la zone périnucléaire (ZP) du noyau

supraoptique (SON) durant la gestation.
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Figure 29 : Kisspeptines dans la galactopoiese (Boullenger, 2017).
La tétée stimule la production de lait grace a I’augmentation de prolactine. Ceci se fait via les neurones a
kisspeptines (rose) qui inhibent les neurones TIDA (vert) directement ou indirectement par des interneurones
(gris). Les cestrogeénes sont nécessaires a 1’action des kisspeptines sur les neurones TIDA, mais le mécanisme

d’action est inconnu. Une fois sécrétée, la prolactine stimule la production de lait par les cellules épithéliales
mammaires. Elle limite également la sécrétion de la GnRH en inhibant les neurones kisspeptinergiques
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Cependant, bien que Kiss1R soit exprimé dans la ZP et le noyau paraventriculaire (PVN),
il n’a pas de modification de la quantit¢é d’ARNm de KissIR entre I’état de gestation et de non
gestation. Il est donc possible que 1’augmentation de 1’excitation des neurones a ocytocine par
les kisspeptines ne se fasse pas par une augmentation de leur sensibilité a celle-ci (Seymour
et al., 2017). De plus, la ZP contient des neurones GABAergiques et glutamatergiques et il a
été montré que, lors de la lactation, 1’activité des neurones GABA passe de 1’inhibition a

I’excitation des neurones a ocytocine (Lee et al., 2015).
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Figure 30 : réflex d’éjection du lait.

7. Kisspeptines et activité des gonades chez les espéces photopériodiques

Les espéces saisonnieres sont caractérisees par des épisodes réguliers
d’activation/inactivation de leur systeme reproducteur et il est bien établi que les variations
photopériodiques de la durée du pic nocturne de mélatonine synchronisent la reproduction

chez des especes saisonnieres comme le hamster syrien ou le mouton.
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Chez les mammiferes, le gene Rfrp (RFamide-Related Peptide) code deux peptides, Rfrp-
1 et Rfrp-3, qui comme les kisspeptines, appartiennent a la famille des neuropeptides : RF-
amides. Chez le hamster syrien, sexuellement actif (photopériode longue), le gene Rfrp est
exprimé dans la région médiobasale de 1’hypothalamus, région qui posséde des récepteurs de
la mélatonine. Plusieurs auteures affirment que le Rfrp est inhibé par la mélatonine chez
plusieurs especes saisonniéres, telles que les ovins et les hamsters (Boullenger, 2017). Chez
le hamster syrien, Rfrp provoque une augmentation de I’expression de Kissl dans I’ARC et
donc I’activation de I’axe gonadotrope (Ancel et al., 2012) , alors qu’il exerce un effet inverse
chez les ovins (Sari et al., 2009).

Par ailleurs, le gene Dio2 codant la déiodinase 2, enzyme clé de la synthése de la forme
active de I’hormone thyroidienne : tri-iodothyronine (T3) a partir de la thyroxine (T4), semble
jouer un role dans la régulation de I’activité des neurones a kisspeptines. Pour rappel, la
déiodinase 2 est exprimée dans un type cellulaire particulier a la base du troisieme ventricule,
les tanycytes, ou elle régule localement la production de T3.

En période de jours longs, la mélatonine est de faible concentration et rend possible la
production de TSH par les cellules thyréotropes de la pars tuberalis. La TSH favorise
I’expression de DIO2 dans les tanycytes, ce qui permet la conversion de T4, issue des
capillaires sanguins ou du liquide cérébro-spinal, en T3. L’augmentation locale en T3 inhibe
la reproduction, probablement via la stimulation des neurones a Rfrp qui ont une activité
inhibitrice des neurones a kisspeptines chez la brebis (Boullenger, 2017).

Des études ont montré que chez les moutons, espéces photopériodiques, 1’expression des
kisspeptines dans I’ARC et I’APO chute lorsque la photopériode augmente et elle remonte
lors de la réduction de la photopériode (Smith et al., 2008). Cependant, chez le rat, espece
dont la reproduction n’est pas modulée en fonction des saisons, I’expression de Kissl reste
constante et élevée en photopériode longue et courte (Revel et al., 2006). Il est probable que
ce soit également le cas chez I’humain, dont I’activité de reproduction ne dépend pas
directement de la photopériode.

Des chercheurs ont examine si les Kisspeptines pouvaient étre impliquées dans le controle
saisonnier de la reproduction chez le hamster syrien. Le Kissl est exprimé dans des neurones
de ’ARC et de ’AVPV du hamster syrien méle et femelle, avec un dimorphisme sexuel au
niveau de ’AVPV. Lorsque les animaux sont exposés pendant 8 semaines a une photopériode
courte, 1’activité reproductrice est inhibée et I’expression de Kiss1 est fortement réduite dans

I’ARC et ’AVPV.
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Néanmoins, la diminution d’expression de Kissl est due a des mécanismes différents
dans les deux structures. Dans I’ARC, I’inhibition est directement liée a I’augmentation de la
production de mélatonine en photopériode courte et n’est pas due a I’effet rétroactif inhibiteur
des hormones sexuelles. Dans I’AVPV, en revanche, la diminution de I’expression de Kissl
en photopériode courte ne dépend pas directement de la mélatonine mais de la levée de I’effet
rétroactif positif des hormones gonadiques. Ainsi, en photopériode courte, la mélatonine
inhibe I’expression de Kiss1, de fagon directe dans I’ARC et indirecte dans I’AVPV, via une
diminution des taux circulants d’hormones sexuelles (Figure 31 ; Simonneaux et al., 2009).
L’injection de mélatonine en photopériode longue inhibe I’activité testiculaire, tandis que
I’ablation de la glande pinéale en photopériode courte stimule I’activité reproductrice

(Simonneaux et al., 2009).
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Activité
testiculaire

Neurones Kiss1
de IAVPV

Figure 31 : Kisspeptines, comme intermédiaires dans la régulation photopériodique de
P’activité reproductrice du hamster syrien (Simonneaux et al., 2009).
Ainsi, la mélatonine en photopériode courte inhibe 1’expression de Kissl dans I’ARC, ce
qui inactive 1’axe gonadotrope et réduit [’activité testiculaire. La diminution des taux
circulants de testostérone léve D’effet rétroactif positif de cette hormone sexuelle sur

I’expression de Kiss1 dans I’AVPV (Simonneaux et al., 2009).
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Chapitre IV :
Troubles de reproduction liés aux kisspeptines et
pharmacologie des kisspeptines




Dés lors de la découverte des kisspeptines, leur utilisation dans certaines pathologies
touchant la fonction reproductrice humaine comme animale, s’est faite de maniere

concomitante a la découverte de leur réle dans la fonction de reproduction.

1. Kisspeptines et troubles de reproduction
1.1. Kisspeptines dans I’hypogonadisme hypophysaire et puberté précoce centrale
1.1.1. Dans le cas de I’hypogonadisme hypophysaire

L’hypogonadisme hypophysaire est di a un déficit en gonadotrophines, qui est provoque,
soit par un défaut de synthese, de libération ou bien de I’effet de la GnRH endogene.

Il existe deux formes de 1’hypogonadisme hypophysaire : des formes associées et des
formes isolées. 30% des cas de ces derniéres sont liés a des anomalies génétiques qui touchent
différents genes y compris ceux codant pour GnRH et son récepteur, la neurokinine B et son
récepteur (TAC3 et TACR3) et enfin, ceux codant pour les Kisspeptines et leurs récepteurs
(KISS1 et KISS1R) (Topaloglu et Kotan, 2016).

Les majorités des cas observés d’hypogonadisme hypophysaire ne sont pas liés aux
mutations du géne codant pour la kisspeptine et son récepteur vue que cette derniere
représente seulement 3 a 5% de ces cas. En 2017, 16 mutations seulement concernant
Kiss1/Kiss1R ont été identifiées comme étant responsables de cette maladie elles sont reprises
dans le tableau 2. La plupart de ces mutations entrainent une modification de la structure du
récepteur des kisspeptines, ce qui empéche I’activation de la cascade de signalisation
intracellulaire. 1l peut également arriver que ce soit la présentation des récepteurs a la surface
des cellules ou bien I’affinité des kisspeptines qui soient altérés.

De nombreuses anomalies ont été observées chez les patients atteints par cette maladie y
compris des défauts de développement des organes génitaux et des caractéristiques
secondaires masculines et féminines. De plus, la sécrétion des stéroides sexuels et des
gonadotrophines reste a un niveau basal et afin de rétablir les concentrations, des injections
d’hormones sont pratiquées, notamment de la testostérone, des cestrogeénes ou des analogues

de la GnRH et des gonadotrophines (Brioude et al., 2013 ; Demirbilek et al., 2015).

1.1.2. Dans le cas de la puberté précoce centrale

L’origine centrale de la pubert¢ précoce est démontrée par 1’¢élévation des
gonadotrophines aprés stimulation par la GnRH (Beauloye, 2016), elle se définit par le
développement des caracteres sexuels secondaires avant 1’age de 8 ans chez les filles et 9ans

chez les gargons en raison d’une réactivation prématurée de I’axe hypothalamo-hypophysaire.
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Tableau 2 : Mutations de KISS1R et KISS1 entrainant un hypogonadisme hypophysaire
isolé normosmique chez I’homme (Boullenger, 2017).
BEC : boucle extracellulaire, BIC : boucle intracellulaire, HTM : hélice transmembranaire, NC : non

connue.
Gene Mutation mee Localisation CW Reference
protéique fonctionnelle
KISSIR ¢443TC  pleucldSSer BIC.2 Défaut d'activation de  (Semumnara o7 al., 2003)
la protemne G (Wacker et al_. 2008)
¢991C-T  p.Asg3dl* Extrénmuté C- Défaut d'activaton de  (Semunara ¢f al., 2003)
termumale la protéine G
c.1195T>A  p.*399Asg Extréenute C- Defaut d'actnvattonde  (Semumara et al.. 2003)
termunale la protéine G
¢305T-C pleucl02Pro BEC-1 Défaut d’expression (Tenenbaum.Rakover
membranare de etal, 2007)
KISSIR et d'activation
de la protémne G
c815T>C  p.Phe272Ser HTM-6 Defaut d'expression (Naumn et al . 2011)
membranmuye de
KISSIR et d'activation
de la proténe G
IVS4. p.247* BIC-3 NC (de Roux er al , 2003)
13_+142del
155
IVS24 - Protéines Site NC (Teles er al |, 2010)
2delGCins  aberrantes d'epissage de
ACCGGCT I"intron 2
c667T>C pCys223Arg  HIM-5 Défaut de motalisation  (Semple et al ., 2005)
calaque
¢891G-T pAsg297lenc BEC-3 Défaut de mobilisation  (Semple er al, 2005)
calcique
c.1101_110 p.Arg333Profs Extremute C. NC (Lanfranco eral..
2insC termunale 2005)
c1079A>T pHis360Lenc Extrénuté C- NC (Cerxato er al., 2006)
temunale
c969C>A  p.Tyr323* HIM.7 NC (Demurbilek er al,
2015)
c.1023_102 pArg342 Pro Extrénute C- Defaut d'expression (Chewner ef al.. 2013)
4mnsCGCC  343msProArg temunale membranare de
GGCCC Arg KISSIR
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La puberté précoce centrale (PPC) peut étre due a de nombreuses anomalies telles que des
tumeurs hypothalamiques, mais le plus souvent est idiopathiques (PPCI) (2/3 des cas) et
touche une large majorité de filles (15-20 filles pour un gargon touche).

Jusqu’a 2017, peu d’anomalies génétiques en lien avec la PPCI ont été identifiées,

cependant des mutations ont été trouvées dans les génes Kissl et Kiss1R (Tableau 3).

Tableau 3 : Mutations de KISS1 et KISS1R entrainant une puberté précoce
centrale idiopathique chez ’homme (Boullenger, 2017).

Conséquence . Conséquence
Localisation

.. . Référence
protéique fonctionnelle

Geéne Mutation

KISSIR  ¢.1157C>G  p.Arg386Pro  Extrémuité C- Activation (Teles et al., 2008)
terminale prolongée de (Bianco ef al., 2011)
KISSIR et baisse
du taux de
dégradation

KISSI  ¢.369C>T p.Pro74Ser  Extrémité N- Résistance a la (Silveira ef al., 2010)
terminale de dégradation

En 2006, Luan et ses collaborateurs ont démontré, que la PPCI peut étre causé par des

mutations touchant les séquences fonctionnelles du géne Kiss1R, mais aussi elle peut étre liée
a des séquences non transcrites mais qui sont statistiguement associée a la PPCI. Cette
mutation entraine une modification de la transcription de c-fos, qui a son tour provoque un
changement dans la transcription de Kiss1R conduisant a la prolongation de ’activation du
récepteur par les Kisspeptines et donc a la puberté précoce centrale.
Depuis, de nombreux autres polymorphismes qui touchent le géne KisslR ont été décrits
comme étant des mutations qui contribuent au PPCI, cependant certaines n’ont pas été
directement liées, mais pourraient éventuellement intervenir dans la pathologie de la maladie
(Koetal., 2011 ; Oh et al., 2017).

Enfin, les kisspeptines pourraient également servir d’outil dans le diagnostic et le suivi du
traitement de la puberté précoce centrale. En effet, plusieurs études ont montré que la
concentration plasmatique en kisspeptines est significativement plus élevée chez les patients
atteints de PPCI que chez les individus non atteints et que cette méme valeur diminue

fortement suite a la mise en place d’un traitement contre la puberté.
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1.2. Kisspeptines et le syndrome des ovaires polykystiques

Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) est une maladie trés répandue qui touche
entre 5 a 15% des femmes en age de procréer. Il est caractérisé par un dysfonctionnement
ovulatoire, une hyperandrogénie. Ce syndrome s’accompagne fréquemment d’une ou
plusieurs comorbidités qui sont: I’obésité, I’insulinorésistance, les maladies
cardiovasculaires, certains cancers de I’appareil reproducteur et la dépression.

Les femmes atteintes de SOPK présentent genéralement une sécrétion de gonadotrophines
dérégulée avec un exces d’androgeénes qui consiste un des points clés de cette maladie, qui a
pour principale conséquence 1’augmentation des concentrations plasmatiques de LH, et des
rapports LH-FSH perturbés (Figure 34), ce qui contribue a la formation de kystes dans les

ovaires (Figure 32).
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Figure 32 : Schéma des causes du syndrome des ovaires polykystiques.
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Malgré les divers tableaux cliniques que peuvent présenter les patientes atteintes de ce
syndrome, les chercheurs ont suspecté que ’altération au niveau du systéme des kisspeptines
pourrait bien étre la cause de ce syndrome (Moore et Campbell, 2017).

Cette hypothese a été basée sur le fait que plusieurs expériences ont pu démontré que
I’exposition périnatale & des doses élevées de testostérone perturbe la mise en place des
réseaux neuronaux kisspeptinergiques, ainsi il a été montré que chez un modéle animal ou des
brebis exposées in utero a de la testostérone, les neurones KNDy de I’ARC ont subi des
modifications morphologiques et organisationnelles (Ahn et al., 2015). Ces neurones sont
moins interconnectes, se projettent moins sur les neurones a GNRH et possédent moins de

récepteurs a la NKB.
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Afin de démontrer que les neurones a kisspeptines interviennent dans le rétrocontréle des
stéroides sexuelles sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire, des expériences ont été faites sur des
modeéles animaux, ou il ont remarqué que la baisse de progestérone provoquée par le
déséquilibre en LH et FSH entraine une stimulation du systéme kissppeptinergique due a la
baisse du rétrocontrole négatif, d’autre part, I’inhibition de [’aromatase, a mené a
I’observation d’une augmentation de D’expression de Kisslr dans la RP3V, ce qui est
compatible avec une potentielle augmentation de la stimulation des neurones a GnRH
(Kauffman et al., 2015). Ces résultats montrent que le lien entre les kisspeptines et 1’effet des

stéroides sexuels dans cette maladie forme un cercle vicieux.

1.3. Kisspeptines et la maladie trophoblastique gestationnelle

La maladie trophoblastique gestationnelle (MTG) est une prolifération de tissu
trophoblastique chez la femme enceinte ou récemment fécondée. Les manifestations peuvent
comprendre une augmentation excessive de la taille de l'utérus, des vomissements, des
hémorragies vaginales et une pré-éclampsie, surtout en debut de grossesse.

La MTG comprend plusieurs tumeurs rares qui surviennent dans [’utérus et qui prennent
naissance dans les cellules qui forment le placenta durant la grossesse. Cependant, la plupart
des cas de MTG ne sont pas cancéreux. On estime que les formes cancéreuses de MTG
représentent moins de 1 % de tous les cancers de 1’appareil reproducteur féminin.

Les niveaux d'expression des récepteurs des Kkisspeptines ont augmenté dans le tissu
placentaire des patientes présentant la MTG par rapport au tissu placentaire normal. En outre,
la Kisspeptine plasmatique est augmentée chez les patientes atteintes de néoplasie
trophoblastique gestationnelle et des chutes pendant et aprés la chimiothérapie. La fonction
précise des kisspeptines dans ces cas n'est pas claire, bien qu'il ait été supposé qu'elle pourrait
agir pour réguler l'invasion des cellules trophoblastiques (Bilban et al., 2004). Ainsi,
plusieurs études ont procédé a I'étude du lien potentiel entre les taux de kisspeptine et un
dysfonctionnement placentaire tel que la pré-éclampsie, ou ils ont observé que le taux de
kisspeptine sérique était diminué entre 16 et 20 SA et il est inversement corrélé a la gravité de
la maladie chez ces femmes pré-eclamptiques (Ziyaraa et al., 2016).

En 2012, Park et son équipe ont d'abord suggéré un lien entre les kisspeptines et la fausse
couche. lls ont observé que les niveaux d'expression des kisspeptines placentaires sont plus
faibles chez les femmes avec des fausses couches récurrentes par rapport au tissu placentaire

dans les grossesses arrétées électivement, bien qu'aucune correspondance pour lage
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gestationnel nait été réalisée. De plus, les taux plasmatiques de kisspeptine-10 maternelles
sont plus faibles chez les femmes présentant des saignements en début de grossesse.

D’autres études ont montré que les niveaux des Kisspeptines plasmatiques étaient
significativement plus faibles au cours du premier trimestre de grossesse chez les femmes qui
ont subi une fausse couche par rapport a des grossesses saines, et ont suggéré que les
Kisspeptines peuvent fournir un nouveau marqueur potentiel pour identifier les femmes
enceintes asymptomatiques présentant un risque accru de fausse couche (Jayasena et al.,
2014 ;Hu et al., 2019).

2.4. Kisspeptines comme cible pour les perturbateurs endocriniens

Les perturbateurs endocriniens sont des substances chimiques, d’origine anthropique ou
naturelle, susceptibles de générer des effets nocifs sur la santé humaine et animale par le biais
de leurs propriétés hormonales. Ces effets sont multiples et ils interferent avec le
fonctionnement des hormones (synthése, transport, action, métabolisme) mais également avec
I’information génétique (modification de la séquence et de I’expression des genes) et
épigenétique, comme la méthylation de I’ADN, la modification de la chromatine et de
I’expression des genes (Hampl et al., 2016).

Les perturbateurs endocriniens peuvent interagir avec 1’organisme en imitant 1’action
d’une hormone naturelle, entrainant ainsi la réponse due a cette hormone (effet mimétique ou
agoniste), mais peuvent aussi empécher une hormone de se fixer a son récepteur et entraver
ainsi la transmission du signal hormonal (effet de blocage ou antagoniste). Ces molécules
peuvent ainsi perturber la production, la dégradation, la régulation des hormones ou le
transport d’une hormone dans 1’organisme.

Vu que les perturbateurs endocriniens ont un effet néfaste sur la santé de la reproduction
(Hollander, 1997), et étant-donné que ces molécules peuvent se fixer sur les récepteurs au
cestrogénes (Adams, 1995), et vue le réle important des kisspeptines dans la reproduction,
cela a conduit les chercheurs a étudier les effets de ces composés, qui sont proches des
cestrogenes, sur le systéme Kisspeptinergique.

Effectivement, les études réalisées par Bateman et Patisaul, en 2008, ont démontré que
les femelles de rats exposées a un phytoestrogéne, la genistéine, du Bisphénol A (BPA) ou de
I’cestradiol durant les premiers jours de vie, correspondant a la période périnatale, présentent
une baisse de la densité de fibres kisspeptinergiques dans la RP3V et une diminution de leurs
projections sur les neurones a GnRH. Ces modifications de 1’organisation neuronale perdurent

a I’age adulte et les femelles présentent une puberté et un anoestrus précoces ainsi qu’une
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perturbation du rétrocontrle négatif exercé par les stéroides sexuels (Losa-Ward et al.,
2012). La mycotoxine zéaralénone, autre molécule, provoque quant a elle une puberté précoce
centrale chez les rats femelles exposés en période prépubere. Ceci est accompagné par une
augmentation importante et précoce de la sécrétion de GnRH, de I’expression de Kissl et
Kiss1R dans I’hypothalamus ainsi que des projections des neurones a kisspeptines sur les
neurones a GnRH (Kriszt et al., 2015 ; Yang et al., 2016).

Chez la brebis in-utero, I’exposition a ces perturbateurs engendre une réduction de
I’expression de kiss1 essentiellement dans I’ARC et I’APO (Bellingham et al., 2009).

Dans le cadre génétique, il a été démontré que le BPA affecte le mécanisme de régulation
de I’expression génétique de kiss1, en diminuant 1’expression de certains geénes qui inhibent
I’expression du gene kissl (Heger, 2014), ce qui explique 1’augmentation du nombre de
neurones a kisspeptines dans la RP3V chez des rongeurs adultes qui ont été traités par ce
composé en période périnatale (Bai et al., 2011 ; Naulé et al., 2014).

Etant-donné que les perturbateurs endocriniens peuvent présenter des effets a faible ou
forte dose, et aussi comme d’aprés de certaines expériences ils sont capables d’interagir avec
les afférences excitatrices ou inhibitrices des neurones a kisspeptines, en diminuant ou
augmentant leurs nombres, les effets des differentes molécules sur le systéme

kisspeptinergique sont donc difficiles a cerner.

2. Pharmacologie des kisspeptines

Le développement d'agonistes et d'antagonistes superactifs de différents peptides
neuroendocriniens, tels que les kisspeptines, ont fourni des outils puissants pour interroger le
contrdle physiologique de divers systéemes endocriniens et pour identifier des agents
thérapeutiques potentiels pour leur intervention dans une gamme diversifiée des pathologies
(Tableau 4).

Principalement dans le développement d'agonistes et d'antagonistes de GPR54, deux
approches peuvent étre mises en ceuvre. La premicere est la modification de la structure
peptidique native pour améliorer les activités agonistes ou générer des propriétés antagonistes,
ceci est réalisé par I’augmentation de l'affinité de liaison aux récepteurs dans le but de
stabiliser le peptide, en générant des interactions peptidiques supplémentaires et aussi
améliorer la demi-vie in vivo, qui est réalisée grace a la substitution d’un acide aminé qui fait
diminuer la sensibilité a la dégradation protéolytique ou bien en améliorent la liaison aux

protéines plasmatiques.
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Tableau 4 : Possibles applications thérapeutiques des ligands du récepteur Kiss1R
(Beltramo et Dufourny, 2015).

Pathologie ou traitement Type de substance
PMA (procréation médicale s
P assistée) Agoniste
Contraception Antagoniste
Puberté retardée Agoniste
Puberté précoce Antagoniste
Maladies liées a I'hypogonadisme
hypogonadotrope (par exemple :
aménorrhée hypothalamique, Agonkte
mutation génétique, etc)
Cancers hormono-dépendants Antagoniste/Agoniste

(exemple cancer de la prostate)

(désensibilisation)

L’inconvénient des analogues peptidiques est la nécessité de les administrer par voie
parentérale. Cependant, cela est largement compensé par la préparation de dépots a libération
lente qui peuvent étre efficaces méme pendant des mois apres une seule administration.

La deuxiéme approche consiste a étudier la pharmacocinétique et la dynamique de ces
molécules (Pinilla et al., 2012).

Depuis la découverte de la premiére molécule d’intérét, qui n’est autre que le décapeptide
terminal de la molécule kisspeptine : Kp-10, en 2001, qui correspond a un fragment de plus
petite taille avec une activité biologique (Kotani et al., 2001; Ohtaki et al., 2001).
En plus de présenter une grande affinité pour Kiss1R, sa puissance pharmacologique est trois
a dix fois plus importante que Kp-54. Etant donné son approche médicale potentielle, les
recherches se sont concentrées sur cette molécule (Ohtaki et al., 2001).

Comme cité dans le 2°™ chapitre, Les derniers acides aminés positionnés a I’extrémité C-
terminale des kisspeptines sont indispensables a I’activité de la molécule. Grace a la relation
structure activité des résidus composant la kisspeptine, les chercheurs ont pu synthétiser de
nombreux analogues avec des activités agonistes ou antagonistes.

Plusieurs applications dérivées de 1’utilisation d’agonistes ou d’antagonistes des
Kisspeptines sont envisageables chez les animaux (Tableau 5). La maitrise de la reproduction

chez les animaux de rente est un point central dans la gestion des élevages.
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Tableau 5 : Possibles applications vétérinaires des ligands du Kiss1R chez

les mammiferes (Beltramo et Dufourny, 2015).

e = Type de
Application Espéce cible sibitance
= Brebis et chévre
Reproduction en 7
e Cerf (Cervus Agoniste
elaphus)
Synctlromsa't 'oN | Brebis et chévre Agoniste
de I'ovulation
Animaux Snml:r"a;l':: des Ruminants Agoniste
domestiques -
Maitrise de - .
A = Bovins Agoniste
I'ovulation
Antagoniste/
= Porc, chien et Agoniste
Castration chat (désensi-
bilisation)
Animaux Stimulation de Espéces et sous- Agoniste
sauvages en la reproduction espéces en voie
captivité de disparition
(par exemple les
cervidés)
Inhibition du rut Espéces Antagoniste
dangereuses
pendant la
saison du rut
(par exemple
éléphant)

2.1 Agonistes des kisspeptines

En 2006, Niida et ses collaborateurs ont mis en évidence un pentapeptide avec une
activité agoniste équivalente a celle de KP-10. Le principe de 1’étude était de remplacer
I’acide aminé Phe54 par un tryptophane et en substituant Phe50 et I’extrémité N-terminale par
différents radicaux.

Cette recherche a été poursuivie par Tomita et son équipe en 2008, et avait pour but
d’améliorer la stabilité in vivo des pentapeptides et atteindre une demi-vie de 38h pour
I’analogue FTM145, obtenu par la substitution Gly51 et Leuc52 (Séquence cible des MMP)
par un dipeptide.

Par ailleurs, le remplacement dans la KP-10 de Tyr45 par son énantiomére dextrogyre
aboutit a la synthése d’un nouvel agoniste ([dY]1 KP-10), caractérise par sa faible affinité au
Kiss1R in vitro par rapport a KP-10 et une importante puissance pharmacologique in vivo
(Curtis et al., 2010).

Enfin, en 2012, Asami et son équipe suivent le méme principe, en remplacant les résidus
Tyr45, Trp47, Arg53 et Gly51 par leurs énantiomeéres, des formes modifiées ou des radicaux
différents, aboutissent a deux nouvelles molécules a activité agoniste, la TAK-448 et TAK-
683 (Figure 33) qui sont stables in vivo. En 2017, seul le peptide TAK-448 est

commercialisé, a des fins de recherche.
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Figure 33 : Structure de I’agoniste TAK-448 (A, C) et TAK-683 (B). (C) modifications
apportées par rapport a KP-10 et conséquences pharmacocinétiques (Asami et al., 2012).
Violet : acétylation de D-Tyr45, marron : substitution de L-Tyr45 par D-Tyr45, rouge : substitution de
L-Trp47 par D-Trp47, jaune : substitution de Ser49 par une thréonine, rose : substitution de Gly51 par
une azaglycine, vert: méthylation d’Arg53, bleu, substitution de Phe54 par un tryptophane.
L’asparagine en position 46 a été ¢liminée pour augmenter 1’activité de la molécule.

Dans le but de démontrer que la Kp-54 a deux effets inverses, une expérience a été faite
chez des hommes et des femmes sains, en administrant la Kp-54 d’une fagon ponctuelle. Le
résultat était une augmentation de la sécrétion de LH, FSH et des stéroides sexuels chez les
deux sexes. Par contre, I’administration chronique de cette molécule induit 1’effet inverse,
voire méme la suppression de la sécrétion de GnRH et des gonadotrophines (Seminara et al.,
2006 ; Jayasena et al., 2009).

Les molécules analogues des kisspeptines, TAK-448 et TAK-683, sont-elles aussi capables
d’induire les mémes effets de stimulation puis de tachyphylaxie (désensibilisation brutale
suite a 1’administration répétée de la molécule). En effet, chez 1’animal, ces molécules

induisent a court terme une stimulation de 1’axe hypothalamo-hypophysaire plus importante
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que celle obtenue avec la Kp-54. Lors d’administration chronique de ces deux analogues, les
effets sont inversés, de facon comparable a ceux observes avec la Kp-54.

Dans le domaine de I'élevage, la maitrise de la reproduction est un enjeu important, en vue
d'optimiser la disponibilité des produits, tels que la viande, le lait ou ses dérivés. En 2014
Beltramo et Dufourny ont mené une étude dans le but d’induire et de synchroniser
I’ovulation chez la femelle bovine, (Tableau 5) en développant des composés dérivés de la
KP-10 qui présentent une durée d'action prolongée et maitrisée dans l'organisme, tout en
conservant des propriétés de dégradabilité dans lI'environnement.

En outre, il a été recemment découvert que le MVVT-602 (anciennement appelé TAK-448)
a un potentiel thérapeutique dans le traitement des troubles de reproduction chez la femme
(Abbara et al., 2020). En effet, des études faites par cette équipe, ont pu aboutir a quelques
résultats : Le MVT-602 et le KP54 ont tous deux induit une amplitude de pic LH similaire,
cohérente avec leur mécanisme d'action analogue via la stimulation de Kiss1R sur les
neurones hypothalamiques GnRH.

Il a été noté que, I’injection continue a haute dose de cet agoniste peut induire une
tachyphylaxie, qui peut étre rétablie par une administration peu fréquente (par exemple, tous
les 2 a 3 jours) de faibles doses.

2.2. Antagonistes des kisspeptines

L’¢tude des acides aminés impliqués dans D’activité de KP-10 et son affinité envers
Kiss1R a permis de développer des molécules antagonistes des kisspeptines. La premiere
molécule qui a été découverte en 2009, est le peptide 234 (Roseweir et al., 2009), synthétisé
en substituant Tyr45 par une alanine dextrogyre acétylée, Ser49 par une glycine et Leu52 par
un tryptophane dextrogyre. Les propriétés antagonistes du composé 234 ont été documentées
dans une variété d'espéces, y compris le singe et le rat.

En 2010, ce peptide a été amélioré afin qu’il soit plus actif in vivo, par 1’ajout d’une
séquence pénétratine (Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-NH2), attachée via une tyrosine a
I’extrémité N-terminale du peptide 234. Cette manipulation a permis d’aboutir un nouvel
analogue qui est le peptide 271 (Pineda et al., 2010).

Cet analogue, inhibe in vitro les effets de 1’activation de KisslR de pres de 93 %. En
effet, il inhibe 1’élévation de LH induite par I’administration de Kp-10 et une puberté tardive a
été aussi observée (Roseweir et al., 2009). Ces effets ont été aussi observés lors de

I’administration de 1’antagoniste 271 chez la brebis et le rat (Pineda et al., 2010).
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Kobayashi et son équipe, en 2010, ont pu synthétiser de nouvelles molécules non

peptidiques de petites tailles, qui sont la 91 et 15a, caractérisées par leur capacité d’inhiber la

Kp-10 (Figure 34).
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Figure 34 : Structure biochimique des molécules 91 et 15a (Kobayashi et al., 2010).
(@) : molécule structurelle de 91 et (b) : molécule structurelle de 15a.

Des études chez le rat castré ont montré que le composé 15a est également capable de
réduire, fortement, la concentration plasmatique en LH (Figure 35) (Kobayashi et al., 2010).

Cependant, en 2017, seul le peptide 234 est commercialisé et uniquement a des fins de

recherche.
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Figure 35 : Effet du composé 15a sur le taux plasmatique de LH chez les rats males

castrés (Kobayashi et al., 2010).

Contrairement a 1’injection chronique des kisspeptines et ses agonistes qui inhibent

totalement la sécrétion de LH, I’injection des antagonistes inhibent seulement la sécrétion

pulsatile de LH et non pas la sécrétion basale (Kobayashi et al., 2010).
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Néanmoins, I’intérét thérapeutique de ces molécules antagonistes est bien réel. Elles
pourraient notamment trouver une place toute particuliere dans les maladies présentant un lien
avec les hormones sexuelles, en permettant de réduire leur sécrétion tout en évitant les effets
secondaires d’une suppression totale.

Bien que les deux molécules 234 et 15a présentent des affinités pour Kiss1R proches, la
molécule 15a est plus avantageuse grace a sa structure et sa taille qui lui permettent une
pénétration facile a travers la barriere hématoencéphalique et une absorption meilleure par

voie orale (Roseweir et al., 2009 ; Kobayashi et al., 2010).
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Conclusion




Nous retenons de notre étude bibliographique que depuis la découverte du role des
kisspeptines dans la reproduction il y a presque une vingtaine d’années, la compréhension des
mécanismes de régulation de I’activation des neurones a GnRH a considérablement progressé
et permis, notamment, d’élaborer de nouvelles hypothéses sur le fonctionnement des réseaux
neuronaux qui contrdlent la reproduction, mais aussi la gestation, la lactation, chez ’homme

et les espéces animales en général et photopériodiques en particulier.

Ces avancées majeures de la physiologie de la reproduction ont ainsi permis de progresser
un peu plus dans la compréhension de certaines maladies complexes de la reproduction, telles
que les maladies trophoblastiques gestationnelles, hypogonadisme hypophysaire, SOPK et la
puberté précoce centrale. De plus, de par la place importante que tiennent les kisspeptines
dans la physiologie et la physiopathologie de la reproduction, ces molécules recelent un tres
fort potentiel d’utilisation pharmacologique et plusieurs molécules aux effets agonistes
(MVT-602) ou antagonistes (peptides 234) sont en cours de développement. Ainsi, au vu des
études en cours et des récentes découvertes, il n’est pas impossible que, dans un futur plus ou
moins proche, ces peptides soient couramment utilisés dans des techniques de procréation
médicalement assistées, dans la surveillance de la grossesse et le traitement de certaines

affections uro-génitales.

Plus encore, les Kisspeptines pourraient mener au développement de nouveaux outils de
maitrise de la reproduction animale, plus performant, potentiellement peu invasifs et plus
respectueux du bien-étre animal et ainsi modifier les méthodes de production et la pratique de
la médecine vétérinaire. En effet, les méthodes actuelles ne permettent pas une maitrise
compléete de 1'ovulation, et aussi les hormones de type cestrogénique mises en ceuvre sont des
polluants qui ne sont pas facilement dégradés, qui s'accumulent dans la terre et les eaux, et qui

présentent une menace pour la santé humaine.

Chez les animaux d’¢levage, méme si c’est en contradiction avec ce qui précéde,
I’induction de I’ovulation en contre-saison et la synchronisation de 1’ovulation sont deux
objectifs majeurs ; ils pourraient étre atteints grace a la mise au point et a 1’utilisation
d’agonistes du KisslR avec une durée de vie prolongée. Ainsi, chez certaines espéces pour
corriger une baisse de fertilité, un agoniste de Kiss1R pourrait étre utilisé pour rétablir une
meilleure fertilité qui est un enjeu important, en vue d'optimiser la disponibilité des produits,

tels que : la viande, le lait ou ses dérivés tout au long de lI'année.

Si les kisspeptines restent a la hauteur de I’enthousiasme qu’elles générent, nul doutes que
le monde de la reproduction embrassera définitivement un nouveau tournant.
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Résume :

Le systeme des kisspeptines constitue un réseau kisspeptinergique au niveau central et
périphérique. Son activité est régulée par de nombreux facteurs, les principaux sont les stéroides
sexuels, mais également la photopériode via la mélatonine

La Kisspeptine est un neuropeptide dont le r6le majeur est de contrdler la sécrétion de la
GnRH et via ces derniers des gonadotrophines, FSH et LH, et donc I’activité endogéne et
exogéne des gonades. En outre, cette molécule est impliquée dans le déclenchement de la
puberté, la gestation et la lactation.

Vu le r6le important du systéeme des kisspeptines dans la reproduction, la dérégulation au
niveau de ce systeme provoque des troubles de cette fonction, se manifestant par plusieurs
maladies, comme la puberté précoce centrale et I’hypogonadisme hypophysaire.

Pour le traitement des pathologies liées au systeme des Kisspeptines, certains analogues de
la kisspeptine, tels que le MVVT-602 et le peptide 271, ont un potentiel thérapeutique en agissant
comme modulateurs pharmacologique de ce systéme chez 1’animal et I’humain.

Mot-clés: kisspeptine, GhnRH, LH, FSH, reproduction, ovulation.

Abstract:

The Kisspeptin system constitutes a Kisspeptinergic network at the central and peripheral
level. Its activity is regulated by many factors, the main ones are sex steroids, but also the
photoperiod via melatonin.

Kisspeptin is a neuropeptide whose major role is to control the secretion of GhnRH and via
the latter of gonadotropins, FSH and LH, and therefore the endogenous and exogenous activity
of the gonads. In addition, this molecule is involved in the onset of puberty, gestation and
lactation.

Considering the important role of the kisspeptin system in reproduction, deregulation in
this system causes disturbances in this function, manifested in several diseases, such as central
precocious puberty and pituitary hypogonadism.

For the treatment of pathologies linked to the Kkisspeptin system, certain analogues of
kisspeptin, such as MVT-602 and peptide 271, have therapeutic potential by acting as
pharmacological modulators of this system in animals and humans.

Keywords: kisspeptin, GnRH, LH, FSH, reproduction, ovulation.
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