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Résumé

Codes transcriptionnels et expression du gene du récepteur de la GhRH
au cours du développement et chez I'adulte

Le récepteur hypophysaire de la GnRH (RGnRH) et son ligand hypothalamique jouent un réle crucial dans
le contrble de la fonction de reproduction, en régulant la synthése et la sécrétion des hormones gonadotropes LH
et FSH qui, a leur tour, stimulent la stéroidogenése et la gamétogenése. Afin d’appréhender les mécanismes qui
sous-tendent I'expression du gene du RGnRH (Rgnrh) de rat, la combinatoire transcriptionnelle responsable de
l'activité de son promoteur dans les cellules gonadotropes hypophysaires a été partiellement décryptée au
laboratoire. Elle comprend notamment les facteurs ubiquistes AP-1, CREB ainsi que le facteur stéroidogénique
SF1, qui interagissent avec la région proximale du promoteur. Une deuxiéme région distale, constituant un
enhancer spécifique, participe de fagon équivalente a I'activité promotrice. Dans la partie 3’ de cet enhancer, un
élément de réponse (LIRE) aux protéines LIM & homéodomaine (LIM-HD) ISL1 et LHX3 a été identifié. En accord
avec ces données, l'étude d’une lignée murine, créée au laboratoire, exprimant la phosphatase alcaline
placentaire humaine sous contréle du promoteur du Rgnrh (Rgnrh-hPLAP), suggeére l'implication des protéines
LIM-HD in vivo dans I'émergence du Rgnrh au cours du développement hypophysaire. J'ai poursuivi le
décryptage de cette combinatoire transcriptionnelle et découvert un second élément LIRE dans la région distale
de I'enhancer (D-LIRE) qui, tout comme le premier élément, est activé spécifiquement par ISL1 et LHX3. Cet
élément serait également la cible de GATA2, qui exerce probablement un contréle inhibiteur. Dans ce contexte
cellulaire, nous avons également identifié deux motifs TAAT impliqués dans la réponse aux facteurs Paired-like a
homéodomaine, PROP1 et OTX2, facteurs qui, comme ISL1, LHX3 et GATA2, jouent un réle crucial au cours de
I'ontogenese hypophysaire. Nos résultats pourraient ainsi contribuer a élucider certaines étapes qui président a

I'émergence de I'expression du Rgnrh et & la différenciation terminale du lignage gonadotrope.

D’autre part, le RGnRH est exprimé dans plusieurs sites extra-hypophysaires incluant le cerveau,
notamment I'hippocampe ou cette expression est particulierement élevée. L’étude de la cinétique d’expression du
Rgnrh dans ce tissu a permis d’observer, pour la premiére fois, I'apparition puis 'augmentation de I'expression du
transcrit du récepteur pendant le développement postnatal chez le rat. En outre, nous avons pu corréler ce
résultat avec la cinétique d’expression du transgéne dans I'hippocampe des souris Rgnrh-hPLAP, grace
auxquelles nous avons pu localiser cette expression dans une sous-population de neurones hippocampiques, et
suivre ce marquage le long des projections hippocampo-septales. Les analyses supplémentaires que nous avons
menées suggeérent en outre que le RGnRH modulerait la plasticité synaptique. Par ailleurs, grace a ce modéle
nous avons découvert deux nouveaux sites d’expression du récepteur, la rétine et la glande pinéale, qui
participent conjointement a la synchronisation des rythmes biologiques chez les Mammiféres. Dans ces divers
sites, nous avons observé d'importantes différences entre les combinatoires spécifiques a chaque tissu et le code
transcriptionnel gonadotrope. L'’intégration de ces données pourrait contribuer & élaborer une interprétation
physiologique, ontogénétique et/ou phylogénétique, susceptible d'expliquer pourquoi le RGnRH s'exprime
spécifiquement dans ces différents organes et dans quelle mesure ces expressions sont liées a la fonction de

reproduction.
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. LISTE DES ABREVIATIONS

e Les protéines désignées par des initiales sont indiquées en majuscules (RGnRH, OTX2). Les génes sont
indiqués en italiques, débutant par une majuscule (Rgnrh, Otx2) ou en majuscules pour les génes humains
(RGnRH, OTX2).

e Pour les facteurs de transcription, se reporter a 'annexe (VII).

ACTH Adrenocorticotrophic Hormone

ADNc Acide désoxyribonucléique complémentaire

AMPc Adénosine monophosphate cyclique

AP-1 Activator Protein 1 (dimere c-FOS/c-JUN)

ARNmM Acide ribonucléique messager

AVPV Noyau antéro-ventral périventriculaire

BMP Bone Morphogenetic Protein

CA Corne d’Ammon (hippocampe)

cGnRH-II Chiken GnRH de type I

CHO Lignée ovarienne de hamster chinois : Chinese Hamster Ovary

Ccos Lignée rénale d’origine simienne (CV-1) transformée par SV40 : CV-1 (simian) in Origin, and
carrying the SV40 genetic material

CRE cAMP Response Element

Cyp19 Géne codant 'aromatase (Cytochrome P450 famille 19, sous-famille A, polypeptide 1)

DARE Downstream Activin Regulatory Element

E jour de développement embryonnaire

EGF Epidermal Growth Factor

eGFP Enhanced Green Fluorescent Protein

EMSA Electromobility Shift Assay : gel retard ou retardement sur gel

ENU N-Ethyl-N-nitrosurée

ER Récepteur des cestrogénes

FGF Fibroblast Growth Factor

FSH Follicle-Stimulating Hormone

GABA Acide y-aminobutyrique

GAP GnRH-Associated Peptide

GFP Green Fluorescent Protein

G-GH3 Lignée GH3 transfectée de fagon stable par 'ADNc du Rgnrh de rat

GH Growth Hormone

GH3 Lignée somatolactotrope de rat

GMPc Guanosine monophosphate cyclique

GniH Gonadotrophin Inhibitory Hormone

GnRH Gonadotrophin Releasing Hormone

GnSE GnRH receptor Specific Enhancer (= enhancer distal)
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INTRODUCTION GENERALE

L'hypophyse constitue une interface physique et fonctionnelle entre le systéme nerveux
central et plusieurs organes assurant des fonctions essentielles a la survie de I'espéce et de I'individu
comme la reproduction, la lactation, la croissance, la gestion du stress, le développement et de
nombreux aspects du métabolisme général (Figure 1). Cette glande, située a la base du cerveau
dans une cavité de I'os sphénoide nommée selle turcique, est directement reliée a I'hypothalamus

avec lequel elle constitue le systéme hypothalamo-hypophysaire.

Chez les Mammiferes, I'hypophyse est composée de deux lobes de natures histologiques et
d’origines embryologiques distinctes : un lobe antérieur glandulaire et un lobe postérieur nerveux
(Figure 1). L’hypophyse postérieure, reliée a I'hypothalamus par I'éminence médiane et la tige
pituitaire, a pour origine une évagination du plancher du diencéphale. Elle contient essentiellement
des cellules apparentées a la glie, les pituicytes, ainsi que des terminaisons nerveuses a vasopressine
et ocytocine, hormones synthétisées dans les noyaux supraoptiques (SON) et paraventriculaires
(PVN) de I'hypothalamus. L’hypophyse antérieure adulte est subdivisée en trois régions : la pars
distalis constituant la région principale, la pars tuberalis remontant le long de la tige pituitaire
(hypophysaire) et la pars intermedia, plus ou moins développée selon les espéces. Au cours du
développement embryonnaire, 'hypophyse antérieure se développe a partir d’'une invagination de
'ectoderme oral, la poche de Rathke. Ses cellules forment un tissu primordial ou apparaissent
progressivement les six lignages cellulaires endocrines typiques de I'hypophyse adulte : les cellules
gonadotropes qui produisent a la fois la LH (Luteinizing Hormone) et la FSH (Follicle-Stimulating
Hormone), les cellules corticotropes, somatotropes, thyréotropes et lactotropes, qui libérent
respectivement '’ACTH (Adrenocorticotrophic Hormone), la GH (Growth Hormone), la TSH (Thyroid
Stimulating Hormone) et la PRL (prolactine), et enfin les cellules mélanotropes, localisées dans la pars
intermedia, qui produisent la MSH (Melanocyte Stimulating Hormone) et des endorphines. Un
septiéme type cellulaire non sécrétant, les cellules folliculo-stellaires, pourrait constituer un systeme
de communication intercellulaire a longue distance (Fauquier et al., 2001). Une hypothése non
exclusive propose que ces cellules soient des cellules souches capables de participer aux
changements morphologiques importants observés dans I'hypophyse de I'animal adulte, notamment a
la puberté (Inoue et al., 2002).

L’activité endocrine de I'hypophyse antérieure est essentiellement régulée par des neurones
hypothalamiques hypophysiotropes. L'un des aspects fondamentaux de ce modéle concerne
I'architecture du complexe hypothalamo-hypophysaire et, plus particuliérement, les moyens par
lesquels les neurosécrétions hypothalamiques atteignent leurs cellules cibles dans I'hypophyse. Chez
les Mammiféres et les Oiseaux, les neurosécrétions hypothalamiques sont déversées dans un réseau
de capillaires sanguins situé dans I'éminence médiane, relié par une ou plusieurs veines portes
hypophysaires a un second réseau irriguant ’lhypophyse antérieure, 'ensemble constituant le systéme

porte hypothalamo-hypophysaire (Figure 1). La découverte de ces mécanismes originaux s’est
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Figure 1 :
Représentation du systeme hypothalamo-hypophysaire de Mammifére

L'hypophyse est une glande composée de deux lobes de natures histologiques et
d'origines embryologiques distinctes : un lobe postérieur nerveux et un lobe antérieur
glandulaire, lui-méme subdivisé en trois régions : la pars distalis, la pars tuberalis et la
pars intermedia. L'hypophyse antérieure est composée de six types cellulaires endocrines :
les cellules gonadotropes qui produisent a la fois la LH et la FSH, les cellules
corticotropes, lactotropes, somatotropes et thyréotropes qui libérent respectivement
I'ACTH, la PRL, la GH et la TSH, et enfin les cellules mélanotropes qui produisent la MSH
et des endorphines. L'hypophyse antérieure est reliée de fagon indirecte a I'hypothalamus
via le systéme porte hypothalamo-hypophysaire localisé dans I'éminence médiane, qui
permet le transport de I'hnypothalamus vers I'hypophyse antérieure des neurohormones
régulant leur activité, notamment la GnRH, la CRH, la GHRH, la somatostatine et la TRH.
L'hypophyse postérieure contient des terminaisons nerveuses a vasopressine et ocytocine,
hormones qui sont synthétisées dans les noyaux supraoptiques (SON) et
paraventriculaires (PVN) de I'hypothalamus.
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heurtée a plusieurs obstacles aussi bien d’ordre conceptuel que technique. Au début des années
1950, allant a l'encontre de la thése encore répandue selon laquelle les cellules nerveuses
communiquaient en transmettant des influx électriques, Geoffrey Harris (1913-1971) et Jacques
Benoit (1896-1982) pressentirent puis mirent en évidence l'existence d'un contrle chimique de
l'activité anté-hypophysaire par I'hypothalamus. Chez le rat, le britannique Sir Geoffrey Harris réalisa
des ablations totales d’hypophyse (antérieure et postérieure), et constata que la fertilité des femelles
était restaurée aprés transplantation d’'une hypophyse foetale uniquement si elle était raccordée a la
tige pituitaire, donc placée sous contréle humoral hypothalamique (Harris et Jacobsohn, 1952). En
France, Jacques Benoit utilisa le canard domestique chez lequel il parvint a rompre la communication
vasculaire entre I'hypothalamus et I’hypophyse antérieure sans affecter les fibres nerveuses transitant
vers I'’hypophyse postérieure, abolissant ainsi le reflexe photo-sexuel chez le male qui se traduit par
une augmentation saisonniére de la taille des testicules (Benoit et Assenmacher, 1952). L’expérience
inverse n’entrainant pas le méme effet, il en conclut qu’un signal chimique hypothalamique stimulant
'axe gonadotrope parvenait a I'nypophyse via le systéme porte hypothalamo-hypophysaire, en
I'absence de toute communication nerveuse. Ces expériences ont jeté les fondations d’'une nouvelle
discipline, la Neuroendocrinologie, que Claude Kordon (1934-2008) a élégamment définie comme "la

science des interactions réciproques entre le cerveau et les hormones".

Il restait encore a identifier la nature chimique et a définir la structure des neurohormones
hypothalamiques. Grace au systéme porte qui court-circuite la circulation générale, ces molécules se
retrouvent suffisamment concentrées dans I’hypophyse antérieure pour y réguler I'activité des cellules
endocrines, méme si elles sont produites en tres faible quantité par les neurones hypothalamiques.
Cette derniere particularité permet de mieux comprendre pourquoi I'identification de ces substances
fut particulierement longue et difficile. Leur recherche, débutée dans les années 1950, n’a commencé
a porter ses fruits qu’en 1969 avec l'identification de la structure du facteur TRF (hnommé TRH par la
suite pour Thyrotropin-Releasing Hormone), et s’est poursuivie jusque dans les années 1980. Dans
cette longue quéte, Roger Guillemin et Andrew Schally se sont illustrés en recevant le Prix Nobel de
Physiologie et Médecine en 1977, aprés une lutte acharnée et plusieurs millions d’hypothalamus
prélevés (respectivement chez le porc et le mouton). lls partagérent ce prix avec la physicienne
Rosalyn Yalow, qui mit au point la méthode de dosage par radioimmunologie. Cette technique tres
sensible permit en effet de détecter et de doser des hormones présentes en quantités infimes dans les
extraits hypothalamiques. Par contraste, 'ocytocine et la vasopressine post-hypophysaires, beaucoup
plus abondantes, furent isolées et identifiees dés les années 1950 par Vincent Du Vigneaud, lauréat
du prix Nobel de Chimie en 1955.

Entre les découvertes de J. Benoit et G. Harris, publiées dés 1952, et I'identification des
dernieres neurohormones hypothalamiques, la GHRH (Growth Hormone-Releasing Hormone) et la
CRH (Corticotropin-Releasing Hormone), au début des années 1980, une trentaine d’années auront
été nécessaires pour définir les grandes lignes du systeme hypothalamo-hypophysaire. Si cette
course a la connaissance représente une véritable épopée a I'échelle humaine, elle fait figure

d’anecdote dans le contexte de I'évolution. En 1973, le généticien Theodosius Dobzhansky publiait un
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célébre essai intitulé « Nothing in biology makes sense except in the light of evolution. ». A l'instar des
génes du développement dont la découverte, dans les années 1980, impulsa I'essor d’'une nouvelle
discipline, la génétique évolutive du développement (Evo-dévo), retracer I'histoire évolutive du
systeme hypothalamo-hypophysaire pourrait s’avérer utile pour mieux en appréhender le
fonctionnement. L’hypophyse est présente dans tous les groupes de Vertébrés (Figure 2). L’existence
d’'un organe homologue a I'hypophyse a été suggérée chez les Chordés basaux (Candiani et al.,
2008), mais cette hypothése est mise a mal par le fait que la plupart des génes codant pour les
hormones anté-hypophysaires sont manquants dans les génomes de la cione et d’amphioxus
(Campbell et al., 2004, Dos Santos et al., 2009). En revanche, I'hypophyse est totalement absente
chez les Protostomiens, rassemblant la majorité des animaux usuellement appelés invertébrés tels
que les Arthropodes ou les Mollusques. Par ailleurs, le systéme porte hypothalamo-hypophysaire est
présent chez les Vertébrés a machoires (Gnathostomes) a I'exception des poissons Téléostéens,
chez lesquels les terminaisons axonales des neurones hypothalamiques innervent directement le tissu
hypophysaire. Ceci suggére que I'hypophyse a émergé aprés la séparation entre Protostomiens et
Deutérostomiens. Les données ambigiies obtenues jusqu'a présent chez les Chordés basaux
suggérent que I'apparition de I'hypophyse précéde immédiatement 'émergence des Vertébrés. Le
systeme porte serait, quant a lui, apparu aprés la séparation entre Cyclostomes et Gnathostomes,
puis il aurait disparu secondairement chez les Téléostéens (Lovejoy, 2006). Au cours de I'évolution, le
systeme hypothalamo-hypophysaire se serait ensuite modifié pour aboutir aux formes actuelles, en
particulier celle décrite chez les Mammiféres, capable d’intégrer des informations d'origines multiples

et d’émettre des signaux hormonaux finement modulables.

Dans I'hypophyse de Mammifére adulte, le lignage gonadotrope représente 10 a 15% des
cellules totales. Au cours du développement embryonnaire, les cellules gonadotropes se différencient
dans la partie ventrale et rostrale de la poche de Rathke, puis se dispersent dans I'ensemble de
I'hypophyse antérieure, ou elles assurent la synthése et la sécrétion des hormones gonadotropes LH
et FSH. Le récepteur de la GnRH (RGnRH), exprimé a la surface de ces cellules, joue un réle clé
dans le contrble de la fonction de reproduction en relayant la commande du systéme nerveux central
via la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) hypothalamique (Figure 3) (Counis et al., 2005). La
GnRH, libérée de fagon pulsatile dans le sang porte hypothalamo-hypophysaire, se lie spécifiquement
sur son récepteur et induit la synthése et la libération des gonadotropines LH et FSH par les cellules
gonadotropes. Ces hormones glycoprotéiques, composées chacune de I'association d’'une sous-unité
a commune (aGSU pour glycoprotein subunit) et d’'une sous-unité B spécifique (LHB ou FSHpB) sont
déversées dans la circulation générale et régulent la production des stéroides sexuels et des gameétes
par les gonades. La LH induit I'ovulation et la formation du corps jaune chez les femelles et la
sécrétion d’androgénes par les cellules de Leydig chez les males. La FSH stimule quant a elle la
croissance folliculaire dans 'ovaire et la spermatogénése dans le testicule. Les hormones stéroides et
peptidiques secrétées par les gonades exercent a leur tour un rétrocontréle positif ou négatif sur le
fonctionnement de la commande hypothalamo-hypophysaire. Ces trois niveaux constituent I'axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique (ou axe HHG). Au cceur de cet axe, la spécificité gonadotrope de

la réponse a la GnRH ainsi que son amplitude sont étroitement dépendantes de la présence et du
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Figure 2 :
Phylogénie simplifiée des Eumétazoaires et répartition de
I'hypophyse et du systéme porte hypothalamo-antéhypophysaire

L'hypophyse est présente dans tous les groupes de Vertébrés. L'analyse des génomes de
Chordés basaux (cione, amphioxus) a révélé I'absence de la plupart des génes codant les
hormones hypophysaires, suggérant I'absence totale d'hypophyse ou d'organe homologue
dans ce groupe. Le systéme porte hypothalamo-hypophysaire est présent chez les Vertébrés a
machoires (Gnathostomes) a I'exception des poissons Téléostéens, chez lesquels les
terminaisons axonales des neurones hypothalamiques innervent directement le tissu
hypophysaire.

15



Dopamine, GABA,
5HT, NPY, POMC,
Kiss, GnRH...

+- o4y

iz

Hypothalamus

+/-
Antehypophyse
cellules

+/- o] gonadotropes

N

stéroides
peptides
gonades

hormones | stéroides EEI?E +
peptidiques | sexuels

activine, inhibine, | estradiol, progestérone,
follistatine testostérone

gamétes I',:

T

Figure 3 :
L'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (HHG)

La GnRH régule la sécrétion des gonadotropines FSH et LH en agissant sur les cellules
gonadotropes via son récepteur spécifique, le RGnRH. A leur tour, les gonadotropines
contrélent la synthése des stéroides et la formation des gamétes par les gonades. Les
hormones gonadiques exercent un rétrocontrole négatif aux niveaux hypothalamique et
hypophysaire. L'estradiol exerce également un rétrocontréle positif précédant le pic
préovulatoire de LH au milieu de chaque cycle chez la femelle. L'activine, l'inhibine et la
follistatine sont des peptides synthétisés par I'hypophyse et les gonades qui agissent en
tant que modulateurs des effets de la GnRH sur la cellule gonadotrope hypophysaire.
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nombre de récepteurs a la surface cellulaire. Ces deux parameétres sont au moins en partie régulés au

niveau transcriptionnel.

La régulation de I'expression du géne du RGnRH (Rgnrh) constitue le point de départ de ce
travail de thése. Plus précisément, j’ai poursuivi le décryptage des combinatoires transcriptionnelles
régulant I'expression du Rgnrh de rat dans les cellules gonadotropes, contribuant ainsi a leur
spécification fonctionnelle. Ce travail a débuté il y plusieurs années par la délimitation de la région
promotrice du Rgnrh nécessaire et suffisante pour diriger I'expression d’'un géne rapporteur de fagon
spécifique dans des cellules gonadotropes (Pincas et al., 1998). Afin de confirmer l'efficacité et la
spécificité de cette région promotrice in vivo, un modéle de souris transgénique a été créé au
laboratoire, exprimant le géne rapporteur de la phosphatase alcaline placentaire humaine (hPLAP)
sous le contréle du promoteur du Rgnrh. De fagon a la fois inattendue et intéressante, chez ces
souris, le transgéne est exprimé non seulement dans les cellules gonadotropes de I'hypophyse
antérieure mais également dans plusieurs autres sites extra-hypophysaires (Granger et al., 2004).
L’expression du systéeme GnRH hors de I'’hypophyse avait déja été mise en évidence antérieurement,
notamment dans les gonades et le cerveau, essentiellement par des approches d’hybridation in situ et
de liaison d’agoniste radiomarqué. Cependant, on pouvait s’attendre a ce qu’une région promotrice de
taille assez limitée, de 3,3 kilobases (kb) au maximum, serait insuffisante pour diriger I'expression
spécifique du transgéne dans une grande variété de tissus, offrant des environnements tres différents
vis-a-vis du promoteur, en particulier concernant leurs équipements en facteurs de transcription.
S’appuyant sur l'outil d’investigation puissant offert par ce modeéle transgénique, I'étude de sites
d’expression extra-hypophysaires du Rgnrh constitue le deuxiéme grand axe de mes travaux de

recherche.

La GnRH mammalienne est un décapeptide dont la sécrétion, de type pulsatile, est soumise a
de nombreuses régulations. Son partenaire, le RGnRH, appartient a la superfamille des récepteurs a
7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G. Chez les Mammiferes, le RGnRH
hypophysaire se distingue notamment par le fait quil ne posséde pas la queue C-terminale
intracytoplasmique impliquée dans la désensibilisation homologue des autres récepteurs de cette
famille. Caractérisé en premier, le systtme GnRH de I'axe HHG mammalien n’est pas unique. |l existe
en effet plusieurs GnRH et RGnRH répartis dans tout le regne animal y compris dans des organismes
dépourvus d’hypophyse, suggérant une implication de ce couple dans des fonctions bien plus vastes
que celles décrites dans 'axe HHG (Kah et al.,, 2007). Ce constat pose également la question des
processus évolutifs gouvernant I'émergence de nouveaux types cellulaires exprimant des génes
apparus antérieurement. Dans ce contexte, le décryptage des mécanismes impliqués dans
I'expression spécifiquement gonadotrope du Rgnrh pourrait contribuer a éclaircir I'histoire évolutive de
'hypophyse antérieure. La correspondance étroite existant entre, d’une part, les facteurs trans-
régulateurs exprimés par les cellules gonadotropes, et, d’autre part, les séquences cis-régulatrices
présentes dans le promoteur du Rgnrh, permet I'expression spécifique de ce gene et participe ainsi a
la fonctionnalité de ces cellules. La création de lignées cellulaires gonadotropes a été a l'origine

d’avancées considérables dans l'identification de ces éléments. Une seconde partie, consacrée a la
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régulation du promoteur du Rgnrh dans la cellule gonadotrope, permettra de présenter la combinatoire
d’éléments impliqués dans I'expression basale de ce géne mais également dans sa régulation par
différents facteurs. Complémentaires des approches in vitro, les études par transgenése ont
notamment permis de progresser dans I'étude de sites d’expression extra-hypophysaires du RGnRH,
qui seront I'objet d’une troisieme et derniére partie introductive. Au-dela des aspects relatifs a la
régulation de I'expression du récepteur dans ces sites, se pose la question primordiale du rble que

pourrait y jouer le systéme GnRH et son lien éventuel avec la fonction de reproduction.

1. Physiologie du systeme GnRH

Actuellement, plusieurs formes de GnRH et de son récepteur ont été décrites au sein des
Métazoaires. La diversité des systemes GnRH sera abordée aprés une description détaillée des

premiers acteurs identifiées, la GnRH mammalienne et son récepteur hypophysaire (de type I).

1.1 Physiologie du systeme GnRH mammalien hypophysaire
1.1.1. La GnRH hypothalamique

Outre leurs apports essentiels concernant I'anatomie des relations entre hypothalamus et
hypophyse antérieure, les expériences de G. Harris et J. Benoit ont permis, dés les années 50,
d’émettre I'hypothése de I'existence d’un facteur hypothalamique de libération des gonadotropines.
Toutefois, du fait notamment de la présence d’acides aminés modifiés aux extrémités, des techniques
de purification des protéines disponibles et de la quantité infime du peptide dans I'hypothalamus, ce
nest qu'en 1971 que fut élucidée la séquence de la GnRH de Mammifére par les groupes de R.
Guillemin (Amoss et al., 1971) et A. Schally (Matsuo et al., 1971). Initialement caractérisée sur sa
capacité a stimuler la sécrétion de LH, elle fut nommée successivement LRF, LRH puis LHRH (pour
Luteinizing Hormone-Releasing Factor / Hormone). Compte tenu de sa capacité a stimuler également
la sécrétion de FSH, elle fut dénommée plus tard GnRH ou gonadolibérine. Il fallut encore attendre

plus de 20 ans pour connaitre la structure de son récepteur.

a. Structure et biosynthése de la GnRH

La GnRH mammalienne est un peptide de 10 acides aminés, de formule pyroGlu1-His2-Trp3-
Ser4-Tyr5-Gly6-Leu7-Arg8-Pro9-Gly10-CONH2. Cette molécule forme une structure en épingle a
cheveux, courbée au niveau de la glycine en position 6 et dont les deux extrémités N et C terminales
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participent a I'interaction avec le RGnRH (pour revue : Millar et al., 2004). Le géne codant la GnRH est
organisé en quatre exons (I a IV) et trois introns (Figure 4). La traduction de 'ARN messager (ARNm)
conduit a un peptide précurseur, la pré-pro-GnRH, comportant séquentiellement un peptide signal, le
décapeptide GnRH, un site de clivage Gly-Lys-Arg et enfin un peptide GAP (GnRH-Associated
Peptide). La maturation post-traductionnelle implique des clivages de la pré-pro-GnRH, I'élimination
d’acides aminés basiques en C-terminal et la modification de la GnRH a ses deux extrémités,
cyclisation de la glutamine N-terminale en pyroglutamate et amidation de la glycine C-terminale. La
GnRH et le peptide GAP sont stockés ensemble dans les vésicules de sécrétion au niveau des
terminaisons nerveuses des neurones a GnRH (pour revue : Caraty et al., 2001). Bien que son role
physiologique reste encore a élucider, le peptide GAP parait nécessaire a la production de GnRH
mature, manquante chez les souris hpg (hypogonadiques hypogonadotropes), dont le géne est délété

des exons lll et IV codant une partie du peptide GAP (Mason et al., 1986).

b. Les neurones a GnRH

Au milieu du 19°™ siécle, un médecin espagnol, Aureliano Maestre de San Juan (1828-1890)
fit la premiére description d’'un homme atteint a la fois d’hypogonadisme et d’'une agénésie des nerfs
olfactifs. Un siécle plus tard, Franz Joseph Kallmann décrivait & son tour un syndrome associant
hypogonadisme et anosmie (absence d’odorat). Cette pathologie révéla alors I'existence d'un lien
entre le contréle central de la fonction de reproduction et le systéme olfactif. En effet, les neurones a
GnRH ne se différencient pas dans I'hypothalamus, mais ils le colonisent au cours du développement
embryonnaire aprés avoir migré, depuis les placodes olfactives, a travers I'épithélium olfactif et le
cerveau antérieur (Schwanzel-Fukada et Pfaff, 1989). Les neurones a GnRH sont, au final, assez peu
nombreux, environ 800 chez les Rongeurs et jusqu’a 2000 chez I’humain, répartis de fagon diffuse
dans 'hypothalamus. lls sont essentiellement localisés dans la région préoptique chez les Rongeurs,
alors qu’ils sont plus nombreux dans I'hypothalamus médiobasal chez les Primates (pour revue :
Beauvillain, 2008). lIs envoient massivement leurs projections vers I'’éminence médiane ou ils liberent

la GnRH dans la circulation porte hypothalamo-hypophysaire.

c. Pulsatilité de la sécrétion de GnRH

La propagation de potentiels d’action dans les terminaisons nerveuses des neurones a GnRH
provoque I'exocytose des vésicules de sécrétion et la libération de leur contenu dans le sang porte
hypothalamo-hypophysaire. Des expériences réalisées notamment chez le macaque rhésus ont
permis de démontrer I'importance du rythme de sécrétion de la GnRH dans le maintien de la fonction
gonadotrope. En particulier, chez des singes atteints d’hypogonadisme hypogonadotrope (HH) suite a
I'ablation de leur hypothalamus ventro-médian, seule une injection intermittente de GnRH est capable
de restaurer la sécrétion de LH et de FSH (Belchetz et al., 1978). En revanche, une administration

continue et massive de GnRH abolit la fonction gonadotrope. En outre, des dosages de GnRH dans le
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Figure 4 :
Structure du géne de la GnRH mammalienne

Le géne codant la GnRH mammalienne (mGnRH) est constitué de 4 exons et 3
introns. L'ARNmM code pour une pré-pro-hormone composée d'un peptide signal,
de la GnRH, d'un site de clivage Gly-Lys-Arg caractéristique d'une amidation
enzymatique et enfin du GAP (GnRH Associated Peptide). La GnRH et le GAP
sont issus de la maturation post-traductionnelle de la pré-pro-GnRH, la GnRH
faisant I'objet a son extrémité N-terminale d'une cyclisation de la glutamine en
pyroglutamate et de I'amidation de la glycine C-terminale. La GnRH et le GAP sont
stockés ensemble dans des grains de secrétion au niveau des terminaisons
nerveuses des neurones a GnRH.
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systéme porte de mouton ont révélé que chaque pic plasmatique de LH est précédé d'un pic de GnRH
dans le sang porte (Clarke and Cummins, 1982). La sécrétion pulsatile de GnRH s’opere via une
rythmicité intrinséque a chaque neurone et synchronisée des neurones a GnRH (Knobil, 1990).
Chaque pulse de GnRH dure de quelques minutes a quelques dizaines de minutes, a intervalles
variant généralement de 30 minutes a 2 heures. La fréquence des pulses joue un réle déterminant
dans I'activation sélective des voies de signalisation associées au récepteur et, par la suite, des effets
biologiques induits, notamment sur I'expression des génes des sous-unités des gonadotropines (voir §
1.1.2.c). Les découvertes sur le réle du rythme de sécrétion de la GnRH ont eu un retentissement
considérable en clinique humaine. Ainsi, la castration chimique par administration continue et massive
d’agonistes de la GnRH est utilisée pour traiter des troubles endocrines tels que 'endométriose chez
la femme (Cedars et al., 1990) ou la puberté précoce (Boepple et al., 1990, Lahlou et al., 2000), mais
également pour lutter contre les tumeurs hormono-dépendantes (Emons et Schally, 1994, Vacher,
1995). A linverse, une administration pulsatile de GnRH a des patients atteints d’'HH (mais dont le
RGNnRH est fonctionnel, par exemple des patients atteints du syndrome de Kallmann) permet de

restaurer la fonction gonadotrope (Pitteloud et al., 2002).

d. Régulation de la sécrétion de GnRH

L’activité des neurones a GnRH est le résultat d’un équilibre dynamique intégrant des stimuli

excitateurs et inhibiteurs, d’origine a la fois périphérique, centrale et locale.

- Facteurs périphériques

En leur double qualité de produits terminaux de 'axe HHG et de molécules signalisatrices
circulantes, les hormones stéroides gonadiques (et, dans une moindre mesure, peptidiques) sont les
principaux facteurs périphériques régulant la commande centrale de la fonction de reproduction. Leurs
effets s’exercent a la fois sur 'activité des cellules gonadotropes et sur la sécrétion de GnRH. Chez
les méles, la testostérone, aromatisée en cestradiol, exerce un rétrocontréle inhibiteur sur la sécrétion
de GnRH. Ainsi, 'administration de testostérone exogéne ralentit la fréquence des pulses de GnRH
chez 'homme (Matsumoto et Bremner, 1984). Chez les femelles, I'cestradiol exerce un effet
majoritairement inhibiteur sur la commande centrale de 'axe HHG, ainsi qu’un rétrocontréle positif
restreint a la période précédant le pic préovulatoire de LH et de FSH, qui correspond a la fin de phase
folliculaire ou au proestrus chez les Rongeurs. Se pose alors la question d’une action directe de
I'cestradiol sur les neurones a GnRH. L’'un des éléments permettant de répondre partiellement a cette
question est de déterminer si les neurones a GnRH expriment les récepteurs des cestrogénes (ER)
(pour revue : Herbison et Pape, 2001). Jusqu’a la fin des années 90, différentes études avaient conclu
a l'absence d’ER dans les neurones a GnRH. Un modéle de souris transgéniques permettant de
repérer les neurones @ GnRH par fluorescence dans une préparation de tissu vivant a été utilisé pour
réaliser des expériences de RT-PCR sur cellule unique. L'expression du géne codant ERpB a ainsi été

mise en évidence dans 20% des neurones a GnRH (Skynner et al., 1999a, Herbison et al., 2001). Ce
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résultat est en accord avec des études par hybridation in situ, liaison d’agoniste marqué (Hrabovszky
et al., 2000) ainsi que par immunohistochimie chez le rat (Hrabovszky et al., 2001) et 'homme
(Hrabovszky et al., 2007). Cependant, la répartition diffuse et le faible nombre de neurones a GnRH
dans I'hypothalamus rendent leur étude délicate. Celle-ci a été facilitée par la création d’'une lignée
immortalisée de neurones a GnRH (GT1) obtenue par oncogenése ciblée, en intégrant dans le
génome murin I'antigéne T du virus SV40 (Simian virus 40) placé sous contréle du promoteur du géne
de la GnRH de rat (Mellon et al., 1990). A l'image des neurones hypothalamiques en culture, les
neurones GT1 sécretent la GnRH de fagon pulsatile et synchronisée, suggérant I'existence d’un
générateur de pulses endogene associé a une synchronisation de la population neuronale (pour
revue : Weiner et al., 1992). Ces neurones expriment a la fois les récepteurs aux cestrogenes (Roy et
al., 1999) et aux androgénes (Belsham et al., 1998, Poletti et al., 2001), et sont ainsi capables
d’intégrer une régulation directe par les stéroides. Ces données sont en accord avec les effets de ces
hormones sur la régulation de I'expression du géne de la GnRH in vitro (Radovick et al., 1991,
Belsham et al., 1998, Roy et al., 1999). Cependant, les stéroides sexuels pourraient également
réguler la sécrétion de GnRH en agissant sur d’autres neurones eux-mémes impliqués dans la
régulation des neurones a GnRH. Des données récentes suggeérent notamment un réle essentiel des
neurones a kisspeptide dans les rétrocontréles exercés par I'cestradiol sur la sécrétion de GnRH (voir

ci-dessous).

Un autre aspect passionnant de la régulation de la sécrétion de GnRH concerne la relation
entre reproduction et métabolisme. Trés colteuse en énergie, en particulier chez les femelles, la
fonction de reproduction est naturellement bloquée en cas d’insuffisance des réserves énergétiques
(pour revue : Martin et al., 2008). Parmi les molécules signalisatrices relayant cette information vers le
systéme nerveux central, la leptine, hormone peptidique produite par le tissu adipeux, pourrait jouer
un réle essentiel dans la régulation des neurones a GnRH. A faible concentration, la leptine stimule la
libération de GnRH a partir d’explants hypothalamiques de souris (Yu et al., 1997) mais également in
vivo par injection intrahypothalamique chez le rat (Watanobe, 2002). L’expression de récepteurs de la
leptine n’étant pas clairement établie dans les neurones a GnRH (Finn et al., 1998, Magni et al.,
1999), ceux-ci pourraient étre régulés indirectement, via un ou plusieurs types de neurones afférents
eux-mémes sensibles a cette hormone. Comme dans le cas des stéroides sexuels, les neurones a
kisspeptide semblent constituer un relai essentiel entre la leptine et les neurones a GnRH (Smith et
al., 2006).

- Facteurs centraux

Les neurones a GnRH regoivent de nombreuses afférences nerveuses en provenance de
noyaux hypothalamiques ou d’autres régions du cerveau. Une accumulation de données montre que
de trés nombreux neurotransmetteurs de type monoamines (noradrenaline, dopamine, sérotonine),
neuropeptides (opiacés, neuropeptide Y, neurotensine, ocytocine, peptide vasoactif intestinal VIP,
substance P, galanine...), acides aminés (GABA, glutamate, aspartate) ou encore le monoxyde
d’azote (NO) sont impliqués dans la régulation des neurones a GnRH par voie centrale (Caraty et al.,

2001). En 2003, un nouveau systeme ligand/récepteur intervenant dans cette régulation a été
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découvert, le couple Kisspeptides/GPR54 (pour revue : Pineda et al, 2010). Cette découverte,
considérée comme la plus importante de ces dix dernieres années dans le domaine de la
neuroendocrinologie de la reproduction, a suscité un tres vif intérét auprés de nombreux groupes de
recherche, conduisant notamment a réinterpréter certains résultats obtenus antérieurement. Les
acteurs de ce systéme ont d’abord été identifiés indépendamment entre 1996 et 2001. Le géne Kiss1,
codant pour un précurseur commun aux kisspeptides, a été initialement identifié par une approche
d’hybridation différentielle soustractive qui comparait les transcriptomes de cellules normales et
métastatiques (Lee JH et al., 1996). Ce géne s’est avéré réprimé dans les cellules de mélanome
métastatiques. Un autre groupe a par ailleurs isolé par clonage un récepteur a 7 domaines
transmembranaires orphelin, nommé GPR54, sur la base de son homologie de séquence avec les
récepteurs de la galanine (Lee et al.,, 1999). Les kisspeptides, formant une famille de peptides de
différentes tailles issues d’un précurseur commun par maturation protéolytique, n’ont été identifiés
gu’en 2001. La forme de 54 acides aminés, majoritaire chez ’homme, est capable de supprimer
linvasion de cellules tumorales et a initialement été nhommée métastine (Ohtaki et al., 2001). Les
kisspeptides ont par la suite été identifiés comme les ligands de GPR54 (Kotani et al., 2001). En 2003,
de facon inattendue, deux études ont mis en évidence des mutations invalidantes de GPR54 chez des
patients atteints d’HH idiopathique normosmique (c'est-a-dire non associé a une anosmie, typique du
syndrome de Kallmann) ou HHIn (de Roux et al., 2003, Seminara et al., 2003). Des modéles de souris
invalidées pour Gpr54 puis pour Kiss1 ont permis de confirmer le réle essentiel joué par ce systéme
dans le contréle neuroendocrine de la reproduction. Par la suite, des neurones a kisspeptide ont été
localisés dans I'hypothalamus, en particulier dans les noyaux arqué et antéro-ventral périventriculaire
(AVPV) chez les Rongeurs. Contrairement aux neurones du noyau arqué, les neurones de 'AVPV
contacteraient directement les neurones a GnRH (Clarkson et Herbison, 2006), et seraient impliqués
dans le contrble positif exercé par les cestrogénes sur la sécrétion de GnRH (Smith et al., 2005). Les
neurones a kisspeptide du noyau arqué joueraient quant a eux un réle majeur dans le rétrocontréle
négatif de I'cestradiol (Smith et al., 2005). lls semblent également impliqués dans la mise en place de
la puberté, retardée ou absente chez les patients porteurs d’'une mutation de GPR54 (de Roux et al.,
2003, Seminara et al., 2003). En outre, le transcrit du récepteur de la leptine a pu étre colocalisé avec
'ARNm de Kiss1 chez la souris, suggérant que les neurones a kisspeptide pourraient relayer I'action
de la leptine sur la sécrétion de GnRH (Smith et al., 2006). Les kisspeptides possédent un motif C-
terminal de type RF-amide (Arginine-Phénylalanine amidée), indispensable a linteraction avec leur
récepteur. Récemment, un nouveau peptide a motif RF-amide été isolé a partir du cerveau de caille
(Tsutsui et al., 2000), la Gonadotropin-Inhibitory Hormone (GnlIH), capable d’inhiber de fagon
spécifique la sécrétion des gonadotropines sur des cultures d’hypophyses (pour revue : Tsutsui et al.,
2010). Des peptides de type RFRP (RFamide Related Peptides) ont par la suite été identifiés chez les
Mammiféres, parmi lesquels le peptide RFRP-3, est considéré comme '’homologue de la GnlH. Des
données récentes suggérent un réle inhibiteur direct de RFRP-3 sur I'activité électrique des neurones
a GnRH chez la souris (Ducret et al., 2009), mais également sur la synthése et la libération des
gonadotropines induite par la GnRH in vitro dans des cultures d’hypophyse de rat et de mouton

(Murakami et al., 2008, Sari et al., 2009). Ces observations, associées a la présence de terminaisons
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a peptide RFRP au niveau de I'éminence médiane et de I'expression de son récepteur (GPR147) dans
les cellules gonadotropes chez 'homme (Ubuka et al., 2009), laissent supposer que RFRP-3 constitue

une neurohormone hypophysiotrope inhibitrice de la fonction gonadotrope chez les Mammiféres.

- Facteurs locaux

Dans I'’éminence médiane, les cellules gliales exercent un contrdle local sur la libération de la
GnRH dans les capillaires du systéme porte (pour revue : Ojeda ef al., 2008). Les terminaisons
nerveuses a GnRH y codtoient principalement deux types de cellules gliales, les astrocytes et des
tanycytes. Les tanycytes sont des cellules épendymaires bordant le plancher du troisieme ventricule et
possédant des prolongements radiaires qui parcourent le tissu nerveux adjacent. Les modulations
locales de la sécrétion de GnRH auraient deux origines principales. D’'une part, les cellules gliales
agissent sur les neurones a GnRH via des molécules signalisatrices membranaires ou solubles, parmi
lesquelles des facteurs de croissance comme I'lGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1) jouent un réle
majeur en stimulant la sécrétion de GnRH (Hiney et al., 1991). D’autre part, I'éminence médiane
présente une plasticité morphologique, grace a des réarrangements dynamiques des contacts entre
les cellules gliales, les neurones a GnRH et I'endothélium vasculaire : ceci facilite plus ou moins
I'acces de la GnRH aux capillaires. De plus, les stéroides sexuels, en particulier I'cestradiol, modulent
ces réarrangements plastiques. Dans des conditions basales d’cestradiol (par exemple chez des rattes
en dioestrus Il), les prolongements des tanycytes forment des canalicules guidant les axones a GnRH
en direction des capillaires sanguins, mais présentent des renflements terminaux qui interdisent le
contact direct entre les terminaisons nerveuses a GnRH et I'espace perivasculaire (Kozlowski et
Coates, 1985). Chez les rattes en proestrus, ayant un taux sérique d’cestradiol élevé, des contacts
directs entre neurones a GnRH et endothélium apparaissent, mettant en jeu la formation de
prolongements neuronaux et d’évaginations endothéliales, associées a la rétractation des renflements
des tanycytes (Prevot et al., 1999). Ces réarrangements favoriseraient ainsi le pic de GnRH induisant

la décharge préovulatoire de LH.

1.1.2. Le RGnRH hypophysaire
a. Découverte et structure du RGnRH

Si les neurchormones hypophysiotropes ont été longues et complexes a caractériser, leurs
récepteurs I'ont été encore davantage. Associés a des systéemes de transduction trés performants et
hautement amplificateurs, ils sont présents en nombre restreint a la membrane plasmique. En outre,
ils ne sont exprimés que par un seul type cellulaire dispersé au sein du tissu hétérogéne que constitue
'hypophyse antérieure. Avant méme d’en connaitre la séquence, I'appartenance du RGnRH a la
superfamille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G (GPCR) avait
été établie grace a I'étude des effets intracellulaires induits lors de son activation (Andrews et al.,
1986). Dans les années 90, l'isolement de 'ADN complémentaire (ADNc) du RGnRH dans plusieurs
especes de Mammiferes a permis d'élucider sa structure protéique. Cet ADNc a d’abord été isolé et

identifié chez la souris, a partir d'une banque d’ARNm issue de la lignée gonadotrope murine aT3-1
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(Tsutsumi et al., 1992). Cette séquence a été confirmée (Reinhart et al., 1992) et a grandement facilité
la caractérisation par clonage du récepteur chez d’autres espéces, en particulier chez le rat (Eidne et
al., 1992, Kaiser et al., 1992, Perrin et al., 1993) et les especes humaine (Kakar et al., 1992, Chi et al.,
1993), ovine (Brooks et al., 1993, llling et al., 1993), bovine (Kakar et al., 1993) et porcine (Weesner et
Matteri, 1994). Les séquences protéiques déduites des différents ADNc partagent plus de 80%
d’homologie. Celle-ci est maximale dans les hélices transmembranaires. Le RGnRH contient 327
acides aminés chez le rat et la souris, 328 chez 'homme du fait d’une lysine supplémentaire en
position 191 (Figure 5). En outre, les récepteurs de Rongeurs possédent deux sites potentiels de
glycosylation dans leur domaine N-terminal extracellulaire, alors que le récepteur humain n’en
posseéde qu’'un seul (Davidson et al., 1995). Ce nombre de sites ne modifie ni la spécificité, ni I'affinité
de la liaison du ligand sur le récepteur, mais influe sur le nombre de récepteurs recrutés a la
membrane, qui diminue quand ces sites sont supprimés (Davidson et al, 1996). La structure
tridimensionnelle du récepteur est également stabilisée par deux ponts disulfure, formés entre les
deux premiéres boucles extracellulaires ainsi qu’entre la seconde boucle et le domaine N-terminal.
Vues du milieu extracellulaire, les 7 hélices forment une poche hydrophile ou la proximité des hélices
1, 2 et 7 a été démontrée par I'analyse de mutants (pour revue : Millar et al., 2004), et confirmée par
analogie avec la structure tridimensionnelle de la rhodopsine (Palczewski et al., 2000). La fixation de
la GnRH induit un changement de conformation du récepteur, conduisant a I'activation de protéines G
trimériques qui constituent le point de départ de cascades de signalisation intracellulaires. Plusieurs
résidus essentiels a la fixation du ligand, a la transduction du signal, a l'interaction du récepteur avec
les protéines G ou constituant des cibles pour I'action de protéines kinases ont été mis en évidence
par 'analyse de mutants et sont résumés sur la Figure 5 (pour revue : Millar et al., 2004). Par ailleurs,
le RGnRH a également été cloné chez de nombreuses espéces non mammaliennes au sein des
Chordés (voir § 1.2.1; pour revue : Millar et al., 2004, Kah et al., 2007). Ces formes orthologues
possedent 58 a 67% d’homologie entre elles, mais seulement 42 a 47% d’homologie avec les formes

mammaliennes, du fait de I'absence de queue C-terminale intracellulaire chez ces derniéres.

b. Modéles d’étude du RGnRH : les lignées aT3-1 et LBT2

Comme nous l'avons souligné plus haut, la caractérisation du RGnRH s’est révélée possible
grace a I'établissement préalable de lignées gonadotropes murines. Ces lignées constituent en outre
des modéles essentiels pour I'étude des propriétés et des mécanismes d’activation du Rgnrh. La
lignée aT3-1 fut la premiére établie par P. Mellon, selon un protocole d’oncogenése dirigée chez la
souris. Selon la méme démarche que celle suivie pour I'établissement des lignées neuronales GT1
(Mellon et al., 1990), plusieurs lignées de souris transgéniques ont été créées par injection d’'une
construction comportant la séquence codante de l'antigene T du virus SV40 sous le contréle du
promoteur humain de 'aGSU (Windle et al., 1990). Des adénomes hypophysaires se sont ainsi
développés chez ces souris et ont été prélevés pour étre mis en culture afin de caractériser et de
sélectionner différents clones cellulaires. Parmi eux, les cellules clonales aT3-1 expriment trois des

marqueurs de différenciation terminale du lignage gonadotrope, les génes codant 'aGSU, le RGnRH
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Milieu extracellulaire

PKC —

Milieu intracellulaire

Figure 5 :
Structure du récepteur de la GnRH humain

Le RGnRH hypophysaire mammalien est le seul récepteur de la famille des GPCR a étre
dépourvu de queue C-terminale intracellulaire classiquement impliquée dans le processus de
désensibilisation homologue par internalisation. Chez 'homme, le RGnRH ne contient qu'un
seul site de glycosylation. La structure tertiaire du récepteur est également stabilisée par deux
ponts disulfure extra-cellulaires. L'étude de récepteurs mutants a permis d'identifier des acides
aminés impliqués dans la formation de la poche de liaison (en vert), la liaison du ligand (en
rouge), l'activation du récepteur (en bleu) et le couplage aux protéines G (en orange). Les
sites potentiels de phosphorylation par la PKA et la PKC sont également indiqués (d'aprés
Millar et al., 2004).
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et le facteur stéroidogénique SF1 (NR5A1). En revanche, elles n’expriment ni les génes codant pour
la LHB et la FSH, ni aucun des génes codant pour les autres hormones anté-hypophysaires. Dans
ces cellules, la transcription du géne codant la sous-unité a est induite de fagon dépendante de la
dose et spécifiquement par la GnRH. En effet, la TRH, qui cible classiquement les cellules
thyréotropes, n’est pas capable de stimuler la transcription de ce géne. Les cellules aT3-1 présentent
donc bien les caractéristiques propres aux cellules gonadotropes et non aux cellules thyréotropes, qui
expriment également 'aGSU, sous-unité commune a la LH, la FSH et la TSH. Par la suite, I'équipe de
P. Mellon a caractérisé les RGnNRH exprimés par ces cellules et analysé leur signalisation
intracellulaire (Horn et al, 1991). Ces études ont révélé une bonne corrélation entre les
caractéristiques du récepteur exprimé par ces cellules et celles du récepteur natif hypophysaire,
notamment sa densité d'expression a la membrane et ses propriétés de liaison. La lignée aT3-1 a
ainsi été validée comme modéle d’étude du RGnRH, avec néanmoins l'inconvénient majeur de ne pas
produire d’hormones gonadotropes. Ces cellules représentent trés vraisemblablement un stade de
différenciation immature du lignage gonadotrope, au moins équivalent au jour de développement
embryonnaire (E)13,5/E14,5, date a laquelle s’exprime SF1 (Ingraham et al., 1994), mais plus précoce
que E16,5, date a laquelle débute I'expression du gene de la LH, suivie de la FSHB a E17,5 (Japoén
et al., 1994).

Par la suite, la méme équipe a créé la lignée cellulaire LBTZ2, suivant le méme protocole, mais
en utilisant cette fois le promoteur du géne de la LHpB de rat (Thomas et al., 1996). Comme les cellules
aT3-1, la lignée LBT2 exprime les génes de 'aGSU, du RGnRH et de SF1 mais également le géne
codant la LHB. En outre, ces cellules sont capables de sécréter la LH en réponse a la GnRH, qui
stimule également les niveaux des transcrits du Rgnrh et du géne de la LHB (Turgeon et al., 1996).
On a d’abord pensé que ces cellules n’exprimaient la FSH que sous traitement par I'activine (Graham
et al., 1999), avant que ne soit mise en évidence une expression basale trés faible de cette hormone
(Pernasetti et al., 2001). De plus, ces cellules sont capables d’accumuler les gonadotropines dans des
grains de sécrétion, a I'image des cellules gonadotropes naturelles. Elles représentent ainsi un stade
plus différencié du lignage gonadotrope comparées aux cellules aT3-1. Enfin, il est important de
mentionner dans le cadre de cette étude que, comme les cellules aT3-1, les cellules LBT2 expriment
un ensemble de facteurs de transcription, dont le facteur stéroidogénique SF1, essentiels a
I'expression des génes marqueurs du lignage gonadotrope. Ainsi les cellules LBT2 expriment les cing
génes marqueurs du lignage gonadotrope mature, c’est a dire les génes codant SF1, le RGnRH,
'aGSU, la LHP et la FSHB.

c. Signalisation, désensibilisation et effets associées au

RGnRH mammalien dans I’hypophyse

La description détaillée et exhaustive des voies de signalisation associées au RGnRH se
révélerait fastidieuse et peu pertinente dans le cadre de cette étude. Aussi, cette présentation sera

volontairement restreinte aux mécanismes essentiels induits par I'activation du RGnRH ainsi qu’aux
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facettes les plus originales de cette signalisation. L’un des aspects les plus intéressants concerne la
relation étroite existant entre les caractéristiques du signal GnRH (fréquence/durée/amplitude) et les

effets biologiques qu'’il induit (pour revue : Counis et al., 2009).

Dans les lignées gonadotropes aT3-1 et LBT2 ainsi que dans des cellules hypophysaires de
rat, le RGnRH semble majoritairement couplé aux protéines Gq/G, (Hsieh et Martin, 1992, Grosse et
al., 2000a). Leur activation conduit a la stimulation de la phospholipase CB qui catalyse la
transformation de phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en diacyl glycérol (DAG) et inositol
1,4,5-triphosphate (IP3), induisant respectivement l'activation de plusieurs isoformes de la protéine
kinase C (PKC) et la mobilisation de calcium (Ca®") intracellulaire. Ce dernier événement, associé a
'entrée massive de calcium extracellulaire par des canaux voltage-dépendants, est principalement
impliqué dans la libération des gonadotropines (pour revue : Naor, 2009). La GnRH induit également
l'activation de la cascade des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) via la PKC (Sundaresan et
al., 1996), conduisant a la stimulation de la transcription des génes codant les sous-unités a et 8 des
gonadotropines (pour revue : Naor et al., 2000). Il a également été proposé que le RGnRH active les
MAPK de type ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) via la transactivation du REGF (Récepteur
de I'Epidermal Growth Factor) dans les lignées aT3-1 et LBT2 (Grosse et al., 2000b, Roelle et al.,
2003), mais ce dialogue RGNRH/REGF fait I'objet de controverses (Bonfil et al., 2004, Benard et al.,
2001). L’'activation du REGF s’effectuerait par I'intermédiaire de facteurs de croissance apparentés a
'EFG (EGF-like) libérés par des métalloprotéases dans la matrice extracellulaire. L’élévation du
calcium intracellulaire provoque, outre la libération de LH et de FSH par exocytose, 'activation de la
NO synthase neuronale (NOS-I) qui conduit a une production de monoxyde d’azote (NO) et de
guanosine monophosphate cyclique (GMPc) (Ceccatelli et al., 1993, Lozach et al., 1998). La GnRH
induit également une accumulation lente et progressive d’adénosine monophosphate cyclique
(AMPc), dont le mécanisme, longtemps controversé, a été partiellement élucidé au laboratoire. Dans
les cellules LBT2, ce mécanisme impliquerait a la fois I'activation des isoformes de PKC « nouvelles »
0 et € (Lariviere et al., 2007) et le couplage du récepteur a la protéine Gs (Liu ef al., 2002). D’autres
données suggérent un couplage du RGnRH a la protéine Gi (Hawes et al., 1993). Les principaux
éléments de ce réseau de signalisation sont représentés sur la figure 6. Outre I'exocytose des
gonadotropines, l'activation du RGnRH entraine des effets transcriptionnels qui touchent les génes
codant les sous-unités a et B des gonadotropines mais également ceux codant des éléments de sa
propre signalisation incluant le RGnRH (Lerrant et al., 1995), la NOS-I (Garrel et al., 1998), des
isoformes des sous-unités des protéines kinases PKA (Garrel et al., 1995) et PKC (Harris et al., 1997)
ou des facteurs de transcription comme EGR1 (Wolfe et Call, 1999). Une étude réalisée sur puces a
ADN suggere que la GnRH régule I'expression de plus de 200 genes dans les cellules LBT2 (Kakar et
al., 2003). Tous ces éléments participent conjointement a un mode de régulation subtil de la synthése

et de la libération des gonadotropines.

La caractérisation par clonage en bactérie du RGnRH de Mammifére a permis de décrypter sa
structure primaire et de confirmer son appartenance a la famille des GPCR. Il a également révélé une

particularité étonnante de ce récepteur, qui est le seul de cette famille a ne pas posséder de queue
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Cibles nucléaires
(génes codant aGSU, LHp,
FSHB, RGnRH, EGR1, NOS-I...)

Figure 6 :
Les multiples voies de signalisation associées au RGnRH
dans la cellule gonadotrope

L'activation du RGnRH active de multiples voies de signalisation intracellulaires interconnectées. Tous
ces éléments participent conjointement & un mode de régulation subtil de la synthése et de la libération
des gonadotropines.

La voie principale (en bleu) débute par le couplage du récepteur a la protéine Gq/G11, activant la PLC
qui clive le PIP2 en DAG et IP3. Ces seconds messagers induisent respectivement une activation de la
PKC et la libération de calcuim intracellulaire a partir du réticulum endoplasmique (RE). La voie des
MAP Kinases est activée directement ou via la transactivation du récepteur a I'EGF (REGF) par des
facteurs EGF-like libérés dans la matrice extracellulaire par des métalloprotéases (MMP). Des canaux
calciques voltage-dépendants participent également a l'augmentation de la concentration
intracytosolique de calcium, qui provoque I'exocytose rapide des gonadotropines.

Le calcium induit également I'activation de la NOS-I (en orange), aboutissant a la production de GMPc
par activation d'une guanylate cyclase (GC) via le monoxyde d'azote (NO).

Une production d'AMPc a également été mise en évidence (en vert). L'activation de I'adénylate cyclase
(AC) est provoquée par des isoformes nouvelles de la PKC (d¢) mais pourrait également découler du
couplage du RGnRH avec la protéine Gs. D'autre part, un couplage a la protéine Gi a également
été suggére.
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C-terminale. Or, cette extension intracellulaire est la cible de phosphorylations qui permettent le
recrutement de la [-arrestine, déclenchant le processus d'internalisation des complexes
ligand/récepteur dans les vésicules recouvertes de clathrine (Lefkowitz, 1998). Ce mécanisme
classique est mis en jeu lors de stimulations intenses ou prolongées du récepteur par son ligand, et
induit une désensibilisation homologue rapide de la cellule. Exprimé artificiellement dans des cellules
COS-1, le RGnRH humain n’est quasiment pas internalisé suite a une stimulation massive par la
GnRH, contrairement & un RGnRH non mammalien (de poulet) équipé d’'une queue C-terminale, et
dont linternalisation est ralentie aprés délétion de cette région (Pawson et al., 1998). En outre,
I'activation massive du RGnRH humain n’entraine pas la translocation membranaire classique d’'une
protéine de fusion B-arrestine-GFP (Green Fluorescent Protein) cotransfectée avec le récepteur dans
les cellules COS-1 (McArdle et al.,, 2002). La chute drastique de la sécrétion des gonadotropines
observée suite a une stimulation massive par la GnRH (Belchetz et al., 1978), mise en jeu dans les
castrations chimiques (voir § 1.1. 1.c), ne s’explique donc pas par les mécanismes classiques auquels
sont soumis les autres GPCR. En raison de sa structure originale, la désensibilisation du RGnRH
mammalien serait majoritairement sous-tendue par des mécanismes post-récepteur, différentiellement

activées en fonction des fréquences et durées de stimulation par la GnRH (Counis et al., 2009).

Il est en effet bien établi que les variations de fréquence dans la libération de la GnRH ont une
influence sur la sécrétion des gonadotropines, en particulier au cours du cycle ovarien. Le pic de LH
pré-ovulatoire provoqué par une décharge massive de GnRH en constitue probablement la meilleure
illustration (Xia et al., 1992). On sait maintenant que le rythme de sécrétion de la GnRH influe
directement sur la synthése des sous-unités des hormones gonadotropes ainsi que sur certains
acteurs de la signalisation du RGnRH. Plus précisément, une fréquence lente (par exemple un pic
toutes les 4 heures in vivo chez le rat) favorise la transcription du géne de la FSHp tandis que des
fréquences plus élevées (un pulse toutes les 30 minutes) induisent préférentiellement la transcription
des genes codant la LHB et 'aGSU (Dalkin et al, 1989, Burger et al., 2002), ainsi qu’une
augmentation du nombre de RGnRH (Katt et al., 1985). En revanche, si la stimulation est maintenue
dans le temps, elle aboutit & une diminution du taux d’ARNm des sous-unités 3 (Lalloz et al., 1988,
Rodin et al,, 1988) ainsi que du récepteur (Lerrant et al, 1995), contrairement a I' aGSU qui
s’accumule lentement pendant plusieurs jours, et dont la quantité augmente dans le sang des patients
traités par injections chroniques et massives d’agonistes de la GnRH (Lahlou et al, 1987). Au
laboratoire, la NOS-I a également été identifiée comme réfractaire a la désensibilisation affectant les
sous-unités [ et le récepteur (Garrel et al., 1998). Des données récentes ont éclairci les mécanismes
subtils a l'origine de la désensibilisation de la LHB. Parmi les facteurs de transcription stimulant
I'expression du géne codant cette sous-unité, le facteur EGR1, lui-méme activé par la signalisation
post-récepteur (Duan et al., 2002, Tremblay et Drouin, 1999, Wolfe et Call, 1999), joue un rdle
essentiel dans ce processus. En effet, la stimulation de I'expression du géne de la LHB par la GhRH
est induite par une augmentation rapide de [I'expression d’EGR1, qui s’accompagne d’'une
augmentation plus lente de deux répresseurs d’'EGR1, NAB1 et NAB2 (Lawson et al., 2007). En outre,
le promoteur du géne Nab2 contient des éléments de réponse pour EGR1 qui, en stimulant

I'expression de son propre répresseur, amplifie la répression de I'expression de la LHB (Kumbrink et
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al., 2005). Des mécanismes assez similaires impliquant I'activation séquentielle de facteurs sécrétés
antagonistes, l'activine et la follistatine, induiraient la désensibilisation de la FSHB (Besecke et al.,
1996). Concernant les voies de signalisation impliquées, la voie AMPc/PKA serait préférentiellement
activée par des décharges massives de GnRH, et de facon différée dans le temps comparé aux voies
principales PKC/MAPK, activées rapidement (Lariviere et al., 2007 ; pour revue : Naor, 2009). Si le
systeme EGR1/NAB2 parait activé par toutes ces voies (Duan et al., 2002, Horton et Halvorson,
2004), I'expression de la follistatine serait induite plus spécifiquement par la voie AMPc/PKA (Winters
et al., 2007). Par des mécanismes encore largement inconnus, le RGnRH est ainsi capable de

traduire les fréquences et les durées de stimulation en effets intracellulaires adaptés.

Des études récentes ont reconsidéré la question de l'internalisation des RGnRH mammaliens,
internalisation déja suggérée il y a 30 ans par la mise en évidence de l'entrée d'un agoniste
fluorescent de la GnRH dans des cellules hypophysaires de rat en culture (Hazum et al., 1980). Le
marquage de ces récepteurs a longtemps été exclusivement réalisé par liaison d’un agoniste marqué,
ne permettant pas de visualiser le RGnRH sans I'activer simultanément. Récemment, une étude a
démontré que les RGnRH mammaliens (hum*ain, rat, souris) s’internalisent dans une proportion trés
faible et de facon constitutive dans les lignées COS-7 et HEK 293. Ce phénoméne a pu étre mis en
évidence grace a linsertion d’'une étiquette (tag) moléculaire dans la séquence du RGnRH, servant
d’épitope pour suivre sa localisation par immunofluoresence (Pawson et al.,, 2008). Par la méme
approche, une internalisation dépendante d’une stimulation par un agoniste a été mise en évidence
dans la lignée HelLa concernant le RGnRH de souris, ainsi que le récepteur humain si son expression
est préalablement stabilisée a la membrane (Finch et al., 2009). En effet, la présence d’'un acide
aminé supplémentaire dans le RGnRH humain, la lysine en position 191, induirait une diminution de
son recrutement membranaire comparé aux récepteurs de Rongeurs, qui sont eux-mémes moins
exprimés que les formes non mammaliennes a queue C-terminale (Conn et al., 2002). Historiquement,
les premiers effets biologiques observés des neuropeptides hypothalamiques comme la GnRH
concernaient la libération des hormones hypophysaires. Par la suite, les effets génomiques sur la
transcription des génes codant ces hormones ont également été mis en évidence, suggérant des
actions directes de ces facteurs hypothalamiques au niveau nucléaire. La recherche de récepteurs
nucléaires ou l'induction d’effets biologiques sur noyaux isolés n'ont pas été couronnées de succes et
ont été progressivement abandonnées. On sait aujourd’hui que les cascades de signalisation
intracellulaires permettent la transduction des signaux en provenance de la membrane plasmique
jusqu’au noyau (Figure 6). Néanmoins récemment, une étude a mis en évidence une expression
majoritairement nucléaire du RGnRH humain exprimé artificiellement dans les lignées HEK 293 et
HTR-8/SVneo (Re et al., 2010). En outre, la présence du RGnRH dans la membrane nucléaire des
cellules HEK 293 serait couplée a un nouvel effet biologique, comme suggéré par des modifications
de I'histone H3 observées apres traitement des noyaux isolés par la GnRH. En tout état de cause, ces
données demandent a étre confirmées sur d’autres modéles que des lignées non gonadotropes, et

seront délicates a valider sur le récepteur endogéne en I'absence d’anticorps efficace.
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1.1.3. Mutations de la GnRH mammalienne et de son récepteur

Des altérations de la GnRH ou de son récepteur chez 'homme et la souris permettent de
témoigner du réle crucial que joue ce couple dans la fonction de reproduction. Des mutations dans
leurs génes ont été recherchées chez des patients atteints d’HHIn. Les formes séveres se traduisent
par un impubérisme prononcé, un taux bas ou apulsatile des gonadotropines et des niveaux circulants

de stéroides sexuels fortement abaissés, induisant une infertilité dans les deux sexes.

a. Mutations du géne de la GnRH

Déja évoquée précédemment (voir § 1.1.1.a), la lignée murine hpg, trop ancienne pour avoir
été créée par manipulation génétique (Cattanach et al.,, 1977), porte une délétion naturelle dans le
géne de la GnRH, affectant la région codant le peptide GAP (Mason et al., 1986). Cette mutation
n’affecte pas la transcription du géne mais abolit la traduction, induisant un phénotype d’HH sévére, a
I'origine de linfertilité des souris adultes homozygotes pour l'allele muté. Alors que le géne de la
GnRH semble étre un candidat idéal pour la recherche de mutations chez les patients atteints d’'HHIn,
qui sont majoritairement sensibles a un traitement par la GnRH, des mutations du géne de la GnRH
associées a ce syndrome n'ont été décrites que trés récemment par deux équipes indépendantes
(Bouligand et al., 2009, Chan et al., 2009). Dans ces deux études, une atteinte homozygote du géne
est associée un phénotype d’'HH sévére. Des cas de mutations hétérozygotes sont également
rapportés dans I'une des deux études (Chan et al., 2009) et sont associés a des phénotypes de
gravité variable, qui pourraient s’expliquer par I'effet dominant-négatif de I'allele muté ou encore par

I'atteinte simultanée d’autres génes impliqués dans la fonction de reproduction.

b. Mutations du géne du RGnRH

Si les mutations humaines du géne de la GnRH semblent assez rares, on connait en
revanche davantage de mutations touchant le Rgnrh chez des patients atteints d’HHIn. Le premier cas
rapporté concerne un frére et une sceur hétérozygotes composites, ayant hérité de deux mutations
ponctuelles « faux-sens » différentes au locus du RGnRH (de Roux et al., 1997). En 10 ans, 21
mutations ont été décrites (Bédécarrats et Kaiser, 2007), pour la plupart de type « faux-sens ». Ces
mutations induisent une perte de fonction partielle ou totale du récepteur et souvent retrouvées a I'état
hétérozygote composite (pour revue : Karges et al., 2003). Le phénotype associé a ces mutations
varie de la déficience hypogonadotrope partielle a un HH sévére. Des travaux récents réalisés dans le
laboratoire de P.M. Conn ont permis de reconsidérer les effets de certaines mutations « faux-sens »,
initialement attribués a une altération de la liaison du ligand ou de la transduction du signal (pour
revue : Ulloa-Aguirre et al., 2004). Sur une large majorité de RGnRH mutés transfectés dans la lignée
COS-7, un traitement préalable par une chaperonne pharmacologique restaure la capacité du
récepteur a lier un agoniste radiomarqué ainsi que celle d’induire la production d’IP3 (Leafios-Miranda

et al., 2002). Ces chaperonnes pharmacologiques sont des analogues de la GnRH capables d’entrer
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dans la cellule, qui favoriseraient le repliement correct du récepteur et stabiliseraient son expression
membranaire. Ces données suggerent que les mutations affectant ces récepteurs ont pour effet
principal de déstabiliser leur structure tertiaire, induisant une perte de fonction apparente (liaison et/ou
signalisation) liée a un déficit du récepteur a la membrane. En outre, ces formes mutées exercent un
effet dominant-négatif quand elles sont coexprimées avec le récepteur sauvage in vitro, qui pourrait
s’expliquer par la formation d’hétérodimeres mal repliés entre la forme sauvage et la forme mutée,
retenant le récepteur sauvage a lintérieur de la cellule (Leafios-Miranda et al., 2003). Ces travaux
ouvrent des perspectives thérapeutiques nouvelles pour traiter les patients porteurs de ces formes
mutées (Conn et al., 2002).

Démontrer la fonction d’un géne nécessite généralement la création d’'un modeéle transgénique
ou ce géne est invalidé de fagon ciblée. Une lignée de souris (souris ENU) portant une mutation
ponctuelle « faux-sens » dans le Rgnrh induite par un agent mutagéne (FTENU ou N-Ethyl-N-
nitrosurée) a été créée lors d’'un programme sans rapport avec la fonction de reproduction (Pask et al.,
2005). Ces souris présentent un HH assez sévére conduisant a une stérilité dans les deux sexes,
associée a un faible taux de gonadotropines circulantes. Elles semblent cependant moins affectées
que les souris hpg, chez lesquelles les gonadotropines circulantes sont indétectables (Cattanach et
al., 1977), suggérant une fonction résiduelle du RGnRH dans la lignée ENU. Trés récemment, un
modéle murin totalement invalidé pour le Rgnrh a été créé par la technique de Gene-trap (Wu et al.,
2010). Le génome de ces souris a intégré un vecteur dans le premier intron du Rgnrh, permettant
simultanément d’abolir la fonction du géne et d’étudier son expression grace a l'introduction du géne
rapporteur LacZ (codant la B-galactosidase). Comme chez les souris hpg, les gonadotropines sont
totalement absentes, avec une abolition compléte de la fonction de reproduction chez I'adulte dans les
deux sexes. Ce phénotype, plus sévére que celui des souris ENU et des modéles invalidés pour Kiss1
ou Gpr54, a notamment permis de réaffirmer I'importance capitale du systétme GnRH dans la fonction

de reproduction.

1.2 Des systémes GnRH multiples chez les Métazoaires

1.21. Les systemes GnRH chez les Chordés

La GnRH et son récepteur ont été initialement découverts et caractérisés dans le systéme
hypothalamo-hypophysaire de Mammiféres. Dans I'hypophyse, les RGnRH mammaliens connus
présentent quelques variations de séquences (voir § 1.1.2.a) mais ont tous en commun I'absence de
queue C-terminale (Millar et al., 2004). En revanche, tous les Mammiféres étudiés a ce jour possédent
une GnRH hypophysiotrope identique (la mGnRH, décrite § 1.1.1.a), a I'exception de la GnRH de
cobaye (gpGnRH pour guinea pig GnRH), différente aux positions 2 et 7 (Jiménez-Linan et al., 1997).
Dés 1982, une nouvelle forme de GnRH capable de stimuler les cellules gonadotropes a été clonée
chez le poulet (Miyamoto et al., 1982). Toujours dans cette espéce, une seconde forme de GnRH a
été identifiée, la chicken GnRH-Il ou cGnRH-II (Miyamoto et al., 1984). Simultanément, une premiére

forme de GnRH originale était découverte chez un poisson Téléostéen, la salmon GnRH ou sGnRH
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(Sherwood et al., 1983). Les recherches menées dans différentes especes se sont succédées et ont
conduit a la découverte de nouvelles formes. Actuellement, 24 formes de GnRH ont été identifiées
chez les Chordés, toutes de structure décapeptidique, réparties en 9 formes chez les Urochordés
(ciones) et 15 formes au sein des Vertébrés, dont 8 séquences originales chez les seuls poissons
Téléostéens (Kah et al., 2007, Kavanaugh et al., 2008). Elles partagent toutes une organisation
génique identique a celle décrite pour la GnRH mammalienne (Figure 4). Comme le poulet, la grande
majorité des Vertébrés expriment deux formes de GnRH (pour revue : Kah et al., 2007). Toutes les
formes localisées dans le cerveau antérieur et régulant la fonction gonadotrope, dont la GnRH
mammalienne, constituent des GnRH de type I. En revanche, la cGnRH-Il, hautement conservée chez
presque tous les Vertébrés, est principalement exprimée dans le cerveau moyen. La plupart des
poissons Téléostéens possédent une forme de GnRH-lI (variable) et la cGnRH-II, parfois
accompagnées d’une troisieme forme, la sGnRH, qui n’a, jusqu’a aujourd’hui, été décrite que dans ce
groupe. Trois formes de GnRH sont ainsi exprimées dans le cerveau du bar européen, ou leur
localisation suggére une origine commune des neurones a GnRH-I et a8 GnRH-IIl (Gonzalez-Martinez
et al., 2004a). Comme pour la GnRH, plusieurs formes de récepteurs ont été mises en évidence chez
les Vertébrés depuis I'identification du récepteur mammalien en 1992 (Tsutsumi ef al., 1992). Hormis
les RGnRH mammaliens hypophysaires, tous possédent une queue C-terminale permettant leur
internalisation rapide et présentent une affinité plus élevée pour la cGnRH-Il que pour la GnRH de
type | (pour revue : Millar et al., 2004, Kah et al., 2007). A ce titre, ils sont tous considérés comme des
récepteurs de type Il, contrairement aux RGnRH mammaliens hypophysaires, de type |,
préférentiellement activés par la GnRH mammalienne (Flanagan et al., 1994). Jusqu’a cing RGnRH
fonctionnels différents ont pu étre identifiés chez certains poissons comme le bar (Gonzalez-Martinez
et al., 2004b).

1.2.2. Vers une disparition du systéme GnRH de type Il chez les Mammiféres

Présent chez une grande majorité de Vertébrés, le systtme GnRH de type Il semble étre en
train de disparaitre chez les Mammiféres. Ainsi, la cGnRH-Il n’a été mise en évidence que chez trois
especes de Mammiféres, la musaraigne musquée (Dellovade et al., 1993), le macaque rhésus
(Lescheid et al., 1997) et ’lhomme (White et al., 1998). En revanche, la cGnRH-Il semble avoir été
perdue (le géne est absent ou son produit est non fonctionnel) chez le rat, la souris, la vache, la
chévre et le chimpanzé (Morgan et al., 2006). La situation est comparable pour le RGnRH-II dans
toutes ces espéces, auxquelles il convient d’ajouter 'homme, dont le géne codant le RGnRH-II
contient un codon stop prématuré (Millar et al., 2004), alors qu'’il est totalement absent des génomes
de rat et de souris. Chez les Mammiféres, un RGnRH-II fonctionnel n’a pour l'instant été cloné que
chez le ouistiti (Millar et al., 2001), le macaque rhésus et le singe vert (Neill et al., 2001). Une étude
récente basée sur la comparaison de séquences d’ADN génomique de 27 espéces de Mammiféres
suggeére la présence d’un ligand de type Il potentiellement fonctionnel chez 10 espéces, alors que le
gene est inactivé ou absent dans 12 autres espéces sur les 22 séquences disponibles (Stewart et al.,

2009). D’autre part, seules 8 espéces sur 22 possédent un géne codant un récepteur de type Il
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apparemment fonctionnel. Il est inactivé ou absent chez les 14 autres espéces. Ces résultats,
confirmant toutes les études précédentes, suggerent la présence d'un systeme GnRH-II
potentiellement complet uniquement chez 4 des 18 espéeces dont les deux séquences sont connues,
le macaque, le ouistiti, une musaraigne et le porc. La forte conservation de ce systéme chez les
Vertébrés non mammaliens laisse toutefois penser qu’il joue des fonctions essentielles, qui pourraient
étre absentes chez les Mammiféres, ou, plus vraisemblablement, étre assurées par le systéme de

type | dans ce groupe.

1.2.3. Des systémes GnRH chez les non Vertébrés

Le systeme GnRH n’est pas exclusivement réservé aux Chordés. Sa présence est clairement
établie dans d’autres phylums (Figure 7). Ainsi, une immunoréactivité et/ou une activité biologique de
type GnRH ont pu étre mises en évidence dans de nombreux groupes, au sein des Protostomiens et
chez les Cnidaires (pour revue : Kah et al., 2007). Les données les plus abondantes concernent le
groupe des Mollusques, ou trois peptides homologues a la GnRH ont été caractérisés récemment,
chez deux Céphalopodes, le poulpe (lwakoshi et al., 2002) et le calmar (Onitsuka et al., 2009), ainsi
que chez un Gastéropode, 'aplysie (Zhang et al., 2008). Leurs ADNc partagent la méme organisation
que ceux des Chordés, mais ces trois GnRH contiennent deux acides aminés supplémentaires,
constituant donc des dodécapeptides. En outre, un Rgnrh a été cloné chez le poulpe (Kanda et al.,
2006). Fortement exprimé dans les gonades, sa stimulation induit une augmentation de la synthése
des stéroides gonadiques, suggérant un réle du systtme GnRH de Mollusque dans la fonction de
reproduction. Bien que la conservation du systtme GnRH chez les Ecdyzosoaires soit controversée
(Tsai et Zhang, 2008), une étude récente a permis de démontrer que le systtme AKH (Adipokinetic
hormone), apparenté au systéme GnRH, serait impliqué dans la régulation du processus de ponte
chez le nématode Caenorhabditis elegans (Lindemans et al., 2009). Le lien existant entre le systeme
GnRH et la fonction de reproduction pourrait méme s’étendre au-dela des Bilatériens, jusque chez les
Cnidaires. En effet, chez le corail Euphyllia ancora, la libération massive et synchronisée des gamétes
a pu étre corrélée avec une augmentation de I'immunoréactivité anti-GnRH, de l'activité aromatase et
de la production de stéroides sexuels (Twan et al., 2006). L’ensemble de ces données suggére une
apparition trés précoce du systéme GnRH, incontestablement avant la séparation entre Protostomiens
et Deutérostomiens, voire méme avant 'émergence des Bilatériens, alors que I'hypophyse n’est
présente que chez les Vertébrés (Figure 7). Ce constat sous-entend que la GnRH endosserait, a
travers les différents groupes de Métazoaires, des fonctions bien plus larges que celles établies dans
I'hypophyse. Il pose également la question des mécanismes évolutifs qui gouvernent I'apparition de
nouveaux organes exprimant des génes précédant leur apparition. Ces processus n’étant pas
immédiatement accessibles a l'analyse, ils ne peuvent étre appréhendés que par I'étude et la
comparaison d’espéces actuelles. Dans ce contexte, le décryptage des mécanismes impliqués dans
'expression du Rgnrh non seulement dans les cellules gonadotropes mais également dans les sites
extra-hypophysaires pourrait contribuer a éclaircir I'histoire évolutive de I'hypophyse et des autres

organes concernés.
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Répartition du systéme GnRH chez les Eumétazoaires

Plusieurs formes de GnRH et/ou de RGnRH ont été clonées chez les Chordés,
mais également chez trois mollusques, le poulpe, I'aplysie et le calmar. De plus, la
présence d'un systéme GnRH est suggérée par une immunoréactivité et/ou une
activité biologique de type GnRH dans de nombreux groupes de Protostomiens
ainsi que chez les Cnidaires. Chez les Ecdysozoaires, le systeme AKH
(Adipokinetic Hormone) pourrait représenter un systéeme homologue au systéme
GnRH.

Le systtme GnRH serait donc apparu au moins avant la dichotomie
Protostomiens/Deuterostomiens, précédant ainsi I'apparition de I'hypophyse.
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Par souci de simplification et sauf mention contraire, le terme GnRH restera utilisé pour
désigner la GnRH de type I|. Le terme RGnRH désignera également le RGnRH de type | a I'exception

des descriptions d’espéces non mammaliennes, possédant exclusivement des récepteurs de type Il.

2. Le géne du RGnRH mammalien et sa régulation dans

I’hypophyse

La spécificité gonadotrope de la réponse a la GnRH ainsi que son amplitude sont étroitement
dépendantes de la présence et du nombre de RGnRH a la surface des cellules cibles. Des variations
paralleéles du nombre de récepteurs et du niveau d’expression des ARNm sont bien établies au cours
du cycle cestrien, suggérant un rble essentiel de I'étape transcriptionnelle dans la régulation de
I'expression du RGnRH. Dans les années 90, Iisolement par clonage des promoteurs du Rgnrh chez
la souris, 'homme, le rat et le mouton a permis d’initier la description des éléments cis- et facteurs
trans-régulateurs impliqués dans leur activité, rendant compte non seulement des mécanismes
induisant I'expression constitutive du géne mais également de sa régulation par divers signaux
extracellulaires. Les lignées gonadotropes aT3-1 et LBT2 ont joué un rble essentiel dans la
caractérisation de ces combinatoires transcriptionnelles in vitro. Par la suite, I'activité de certains

promoteurs a pu étre appréhendée in vivo par le biais de la transgenése additionnelle.

2.1 Structure du Rgnrh

Le Rgnrh est localisé sur le chromosome 4 chez 'homme, sur le chromosome 5 chez la
souris, sur le chromosome 14 chez le rat, et sur le chromosome 6 chez la brebis (Kaiser et al., 1994,
Kottler et al., 1995, Campion et al., 1996). Il est composé de trois exons et deux introns, et s’étend sur
18,9 kb chez 'homme et 22 kb chez la souris (Figure 8). L'analyse du génome humain par Southern
blot a révélé que ce gene y est présent en une seule copie (Fan et al.,, 1994). Les deux introns sont
localisés dans la phase ouverte de lecture, au niveau des régions codant le quatrieme domaine
transmembranaire et la troisieme boucle intracellulaire. La présence d’introns dans la région codante
distingue le Rgnrh de nombreux autres GPCR (Fan et al., 1994). Dans I'hypophyse de souris et les
cellules aT3-1, deux transcrits de 1,6 et 3,5 kb ont été détectés par Northern blot (Reinhart et al.,
1992). Dans I'hypophyse de rat, un transcrit majoritaire de 4,5 kb a été mis en évidence et certains
auteurs ont observé des formes additionnelles de 5,0-5,5 kb, 2,5 et 1,8 kb (Kaiser et al., 1992, Kakar
et al., 1994a, Moumni et al., 1994). Quatre transcrits ont également été trouvés chez la brebis (llling et

al., 1993). En accord avec ces données, le transcrit primaire du Rgnrh subit des épissages alternatifs
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Exon | Exon Il Exon Il

géne __|

ARNm

5'-UTR
DTM 1 2 34 5 6 7

Figure 8 :
Structure du géne du RGnRH de type |

Le géne codant le RGnRH mammalien hypophysaire est constitué de 3 exons et 2 introns.
La présence de ces derniers dans la séquence codante de son géne, dans les régions
codant le quatriéeme domaine transmembranaire et la troisieme boucle intracellulaire,
distingue le RGnRH de nombreux autres GPCR.

DTM, domaine transmembranaire, e, domaine extracellulaire, i, domaine intracellulaire.
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dans la lignée murine aT3-1, conduisant a la formation de deux transcrits additionnels codant des
peptides de 261 et 177 acides aminés, dépourvus respectivement de I'exon Il et de I'exon lll, outre le
récepteur fonctionnel complet de 327 résidus (Zhou et Sealfon, 1994). Dans I'hypophyse humaine, un
variant d’épissage codant pour une protéine tronquée de 249 acides aminés parait agir comme
dominant négatif, inhibant 'adressage membranaire du Rgnrh humain complet transfecté dans les
cellules COS-7 (Grosse et al., 1997). Au laboratoire, un transcrit délété de I'exon Il (220 pb) a été mis
en évidence dans I'hypophyse humaine et dans des adénomes hypophysaires (Kottler et al., 1999).

Néanmoins, le réle de ces variants d’épissage reste a établir in vivo.

2.2 Régulation de I’expression du Rgnrh dans I’hypophyse

221. Variations au cours du cycle cestrien et effets de stéroides sexuels

Des variations du nombre de RGnRH pendant le cycle cestrien ont été observées pour la
premiére fois chez la ratte par liaison d’agoniste radiomarqué (Savoy-Moore et al., 1980). Dans
I'hypophyse, la densité de sites liant I'agoniste est triplée entre le metestrus et le proestrus, puis chute
rapidement aprés le pic préovulatoire de LH. Par la suite, les variations du nombre de récepteurs ont
pu étre corrélées avec des fluctuations du niveau d’expression des ARNm, ce niveau étant également
maximal le matin du proestrus (Bauer-Dantoin et al., 1993). De méme, des variations paralléles de
I'expression du RGnRH et de son ARNm ont été observées chez la brebis, atteignant un maximum en
fin de phase folliculaire puis diminuant aprés le pic de LH préovulatoire (Brooks et al., 1993). Ces
variations sont également corrélées avec le taux plasmatique d’cestradiol, suggérant I'implication du
stéroide dans la régulation de I'expression du Rgnrh. Confortant cette hypothése, la gonadectomie
induit une augmentation du nombre de RGnRH hypophysaires chez le rat male ou femelle (Lerrant et
al., 1995), alors qu’'une administration d’cestradiol, de progestérone ou de testostérone prévient cette
augmentation (Clayton et Catt, 1981). Ces expériences, qui mettent en évidence le rétrocontrble
négatif des stéroides sexuels sur le contréle hypothalamo-hypophysaire de la fonction gonadique, ne
sont pas démonstratives d’un effet direct des stéroides sur les cellules gonadotropes. Ces hormones
pourraient agir indirectement via leurs effets sur la sécrétion de GnRH hypothalamique (voir § 1.1.1.d).
Ainsi, les effets de la castration sont effectivement supprimés par I'administration d’'un antagoniste de
la GnRH (Kovacs et al., 2001). De méme, I'administration de phénobarbital, bloquant la sécrétion de
GnRH, empéche I'élévation des ARNm induite par I'cestradiol chez des rattes en proestrus au cours
du rétrocontrdle positif précédant le pic de LH (Bauer-Dantoin et al., 1995). L’ensemble de ces
observations suggere un réle essentiel de la GnRH dans la régulation de I'expression de son propre
récepteur. Un effet positif direct de I'cestradiol sur le taux dARNm du Rgnrh a néanmoins pu étre
observé sur des cultures primaires d’hypophyses de brebis et de ratte (Sealfon et al., 1990, Yasin et
al., 1995). Cet effet hypophysaire direct de I'cestradiol est également suggéré par I'étude d’'un modéle
murin chez lequel le géne codant 'ERa a été invalidé de fagon ciblé dans les cellules hypophysaires
exprimant 'aGSU (Gieske et al.,, 2008). Chez les femelles, I'absence de récepteurs ERa dans les

cellules gonadotropes se traduit par une absence d’ovulation, corrélée a une incapacité de ces
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cellules a engendrer le pic préovulatoire de LH. Ce phénoméne pourrait s’expliquer par I'impossibilité,
pour les cestrogénes, de stimuler I'expression du Rgnrh en phase de préparation de la décharge

ovulante.

222. Régulation homologue par la GhnRH

Déja évoquée au sujet des effets induits par I'activation du RGnRH (voir § 1.1.2.c) et
comme suggérée dans le paragraphe précédent, I'implication de la GnRH dans la régulation de son
propre récepteur est bien établie dans I'’hypophyse. In vivo chez le rat, I'expression du récepteur est
inhibée par I'administration d’un antagoniste de la GnRH (Kovacs et al., 2001). Les caractéristiques de
la stimulation (pulsatilité/fréquence/durée) sont également déterminantes dans les effets induits sur
'expression du récepteur. Ainsi, dans des cultures primaires d’hypophyses de rat, I'administration
pulsatile de GnRH (10nM pendant 6 minutes par heure) stimule I'expression des ARNm du récepteur,
contrairement & une administration continue (Kaiser et al., 1993). Un intervalle de 30 minutes est
optimal pour induire une augmentation du nombre de récepteurs in vivo (Katt et al., 1985). Dans les
cellules aT3-1, le maintien d’'une stimulation (100 nM) au-dela de 4 heures induit une diminution du
niveau des ARNm du Rgnrh (Norwitz et al., 1999). Les mécanismes impliqués dans la régulation
transcriptionnelle du récepteur par son ligand ont été partiellement élucidés et seront détaillés dans la
partie 3.2.3. L’inhibition de I'expression du récepteur par une administration massive et prolongée de
GnRH (1uM, 24 heures) dans les cellules aT3-1 pourrait également mettre en jeu un effet
traductionnel, comme le suggérent les travaux de Tsutsumi et collaborateurs (1995). Suite a ce
traitement, le niveau d’expression du Rgnrh diminue de 25% sans que le taux d’ARNm soit affecté,
mais ces ARN sont 40% moins efficaces que ceux de cellules non traitées pour induire la synthése

d’un récepteur fonctionnel dans des ovocytes de Xénope.

2.23. Régulation par le couple activine/inhibine

L’activine et l'inhibine sont deux hormones peptidiques gonadiques qui ont été initialement
caractérisées sur leur capacité a réguler la sécrétion de FSH (pour revue : Gregory et Kaiser, 2004).
L’activine se compose de deux sous-unités 3 (A ou B), qui s’associent pour former 'activine A (BABA),
l'activine B (BBBB) ou l'activine AB hétérodimérique. L'inhibine est constituée par I'association d’'une
sous-unité a avec I'une des deux sous-unités . Elles appartiennent a la famille du TGF (Transforming
Growth Factor) B et agissent via un récepteur a activité serine-thréonine kinase de type Il. L’activine
induit une hétérodimérisation du récepteur de type Il avec le récepteur de type I, qui, phosphorylé,
active a son tour la voie SMAD, aboutissant a I'activation de la transcription de génes spécifiques.
L’inhibine entre en compétition avec I'activine pour se lier au récepteur de type Il, mais sans induire
les effets de cette derniére. Cette intéraction conduit au recrutement d’'un co-represseur, le 3-glycane,
qui a son tour augmente I'affinité de l'inhibine pour le récepteur Il, renforgant ainsi le contréle négatif

gu’exerce I'inhibine.
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Outre son rble spécifique sur la sécrétion de FSH, le couple activine/inhibine régule
I'expression du RGnRH, induisant ainsi des effets indirects sur la sécrétion des deux gonadotropines.
Sur des cellules hypophysaires de ratte en culture, I'activine stimule la synthése du RGnRH (Braden
et Conn, 1992), et induit une augmentation du niveau de ses ARNm dans la lignée murine aT3-1
(Fernandez-Vazquez et al., 1996). A linverse, dans des cultures primaires d’hypophyse de rat,
l'inhibine diminue le nombre de récepteurs (Wang et al., 1988). Dans ce processus, la synthése de
nouveaux récepteurs ne serait pas affectée (Braden et al, 1990), suggérant un effet post-
traductionnel de I'inhibine. En revanche, cette derniére diminuerait la synthése du RGnRH induite par
la GnRH (Braden et al., 1990). Ces régulations semblent cependant spécifiques des Rongeurs,
puisque sur des cultures primaires hypophysaires de brebis, 'inhibine induit une augmentation du
nombre de récepteurs (Laws et al., 1990) et potentialise la stimulation de la sécrétion de LH induite
par la GnRH (Miller et Huang, 1985).

2.3 Les approches in vitro et le décryptage des combinatoires

transcriptionnelles

Jusqu’a aujourd’hui, les régions 5' non traduites - et supposées régulatrices - ont été isolées
et caractérisées chez la souris (Albarracin et al., 1994, Clay et al., 1995), le rat (Reinhart et al., 1997,
Pincas et al., 1998), 'homme (Fan et al., 1995, Kakar, 1997) et le mouton (Campion et al., 1996). Le
promoteur de rat, étudié au laboratoire, partage plus de 80% d’homologie avec le promoteur de souris
sur 1,9 kb mais seulement 55% d’homologie avec le promoteur humain sur 2,2 kb, et 63%
d’homologie avec le promoteur ovin sur 900 pb (Pincas et al., 1998). Sur les 900 pb en amont de
'ATG, 42% des nucléotides sont identiques entre les quatre espéces. Le promoteur du Rgnrh de
souris fait I'objet de nombreux travaux de recherche et partage une homologie élevée avec le
promoteur de rat. Trés peu de données sont disponibles concernant le promoteur ovin (Campion et
al., 1996). Le promoteur humain, beaucoup plus complexe que les promoteurs de Rongeurs (pour
revue : Hapgood et al, 2005), sera mentionné ponctuellement pour souligner certaines

caractéristiques partagées avec les Rongeurs.

2.31. Le promoteur de souris
a. Expression constitutive

Le promoteur murin de 1,2 kb a été le premier promoteur cloné (Albarracin et al., 1994), suivi
d’'une version plus étendue de 1,9 kb isolée par une seconde équipe (Clay et al., 1995). Un site
majeur d’initiation de la transcription dans les cellules aoT3-1 a été identifié en position -62
(numérotation définie par rapport a I'adénine du codon d'initiation de la traduction considérée a la
position +1), ainsi que deux sites additionnels en positions -90 et -200. Le promoteur est dépourvu des

boites classiques TATA et CAAT a proximité de ces sites d’initiation de la transcription. Dans ces deux
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études, la spécificité du promoteur a pu étre démontrée par transfection transitoire d’'une construction
contenant un géne rapporteur sous contréle du promoteur murin, induisant une activité maximale dans
la lignée gonadotrope aT3-1, contre une activité relative de 17% dans la lignée somato-lactotrope de

rat GH3 et de 5% seulement dans la lignée placentaire humaine JEG-3.

L’activité promotrice spécifique des cellules gonadotropes (aT3-1) est conférée par une région
tripartite située dans les 500 premiéeres bases en amont de 'ATG (Figure 9) (Duval et al., 19973,
1997b). Cette région comporte trois motifs essentiels, I'élément de réponse a SF1 (-243/-235), celui
répondant au facteur AP-1 (Activator Protein 1), facteur composé de I'hétérodimére c-FOS/c-JUN (-
336/-330), et enfin un nouvel élément dénommé GRAS (GnRH Receptor Activating Sequence) (-391/-
380) (Duval et al., 1997b). Dans la lignée aT3-1, la mutation isolée de chaque élément réduit d’environ
60% [l'activité promotrice, activité totalement abolie par la mutation simultanée des trois éléments.
Récemment, plusieurs autres motifs ont été caractérisés : un élément de réponse au facteur PITX1 (-
370/-326) (Jeong et al., 2004), les éléments de réponse a OCT1 (-352/-349) et a NFY (-350/-346)
(Kam et al., 2005) et un élément de réponse au facteur LIM (LIN11-ISL1-MEC3) a homéohomaine
LHX3 (-360/-357) (McGillivray et al., 2005). Hormis NFY, tous ces facteurs sont des protéines a
homéodomaine, dont le site consensus de liaison sur I’ADN contient un motif crucial TAAT (ou ATTA).
Une étude récente a évalué 'importance relative des deux TAAT les plus proximaux du promoteur
murin dans les lignées gonadotropes aT3-1 et LBT2, et a ainsi permis d’identifier un second élément
de réponse a OCT1 en position -131/-128 (Lents et al, 2009). Par ailleurs, les facteurs de
transcription CLOCK et BMAL1, formant un hétérodimére connu pour son rOle essentiel dans
I'établissement du rythme circadien, pourraient également étre impliqués dans la régulation du
promoteur dans les cellules aT3-1 (Resuehr et al., 2007). Les 600 premiéres paires de bases du
promoteur murin contiennent sept éléments de type E-box, constituant des éléments de réponse
potentiels pour ces facteurs a domaine hélice-boucle-hélice basique (HBHb). L'un de ces motifs E-
box, situé en position -270/-265, est sensible a deux facteurs a domaine HBHb, NEUROD1 et MASH1
(Cherrington et al., 2008). Plus précisément, cet élément est transactivé par NEUROD1 dans les
cellules aT3-1 et par MASH1 dans la lignée LBT2 plus différenciée. Ce résultat laisse supposer que ce
site pourrait, in vivo, étre activé de facon séquentielle, d’abord par NEUROD1 puis par MASH1 au

cours du développement hypophysaire.

b. Expression régulée

La GnRH joue un rdle majeur dans la régulation du promoteur murin. Deux études ont
démontré un effet activateur de la GnRH sur le promoteur dans la lignée aT3-1 (White et al., 1999,
Norwitz et al., 1999), qui implique deux régions promotrices (Norwitz et al, 1999) : SURG-1
(Sequence Underlying Response to GnRH) en position -354/-347, et SURG-2 (-338/-331). Ce dernier
contient I'élément AP-1, essentiel a l'activité basale du promoteur (Duval et al., 1997b). SURG-1
recouvre les éléments de réponse pour OCT1 et NFY (Kam et al., 2005). En outre, une approche

d’immunoprécipitation de la chromatine a démontré une interaction physique d’'OCT1, NFYA et c-JUN
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Figure 9 :
Le promoteur du Rgnrh murin (0,5 kb)

Sur ce schéma sont représentés les différents éléments impliqués dans la
régulation de I'activité promotrice du Rgnrh de souris. Le promoteur comporte
un site principal d'initiation de la transcription localisé en position -62 par
rapport a I'adénine du codon d'initiation de la traduction (+1). La plupart des
éléments identifiés participent a la fois a I'expression constitutive du Rgnrh
murin et a sa régulation par la GnRH, I'activine ou 'AMPc.

DARE : Downstream Activin Regulatory Element ; GRAS : GnRH Receptor
Activating Sequence ; NRS : Nuclear Response Sequence ; SURG :
Sequence Underlying Response to GnRH.
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(qui fait partie du complexe AP-1) sur le promoteur dans la lignée murine aT3-1. Cette interaction
s’accroit suite a un traitement des cellules par la GnRH. Des mutations individuelles des éléments de
réponse pour ces trois facteurs diminuent a la fois I'activité basale du promoteur et I'effet stimulateur
de la GnRH, indiquant que ces mémes facteurs sont également impliqués dans la régulation
homologue de I'expression du récepteur (Kam et al., 2005). L’activation de SURG-2 succéde au
recrutement de la voie PKC/MAPK par le RGnRH (White et al., 1999, Ellsworth et al., 2003a), sans
que la voie AMPc/PKA soit elle-méme activée, en accord avec les données sur le couplage exclusif du
Rgnrh a la protéine Gg/Gq; dans ces cellules (Grosse et al., 2000a). Dans un modele cellulaire
différent, la lignée somato-lactotrope de rat, GH3, transfectée de fagon stable par le Rgnrh de rat
(lignée G-GH3), la GnRH stimule l'activité du promoteur de souris via la PKC mais également via la
voie AMPc/PKA, avec pour cible ultime I'élément CRE (cAMP Response Element) en position -109/-
102 (Lin et Conn, 1998, Maya-Nuriez et Conn, 1999).

L’activine est également capable de stimuler la transcription du Rgnrh endogéne ainsi que
celle d’'un géne rapporteur sous le contréle du promoteur murin de 1,2 kb dans les cellules aT3-1,
cellules qui expriment les récepteurs de I'activine de type | et Il (Fernandez-Vazquez et al., 1996). En
accord avec ces données, la follistatine exerce un effet inhibiteur sur I'activité promotrice basale et
induite par l'activine (Ferndndez-Vazquez et al., 1996, Duval et al., 1999). Elle agit en se liant aux
sous-unités B de lactivine, empéchant la formation de diméres actifs. A I'image des cellules
gonadotropes hypophysaires, les cellules aT3-1 expriment également I'activine B, suggérant un mode
d’action autocrine ou paracrine de ce facteur (Fernandez-Vazquez et al., 1996). Sur le promoteur, I'un
des éléments de réponse a 'activine correspond a I'élément GRAS (Duval et al., 1999). En outre, la
GnRH et I'activine agissent en synergie, probablement via l'instauration d’un dialogue croisé entre les
voies de signalisation de leurs récepteurs (Norwitz et al., 2002). En effet, I'élément GRAS est
transactivé par des facteurs SMAD, eux-mémes activés par la voie de signalisation du récepteur de
I'activine (Ellsworth et al., 2003b). GRAS est également transactivé par le facteur a domaine Forkhead
FOXL2 ainsi que par le complexe AP-1, activé en réponse a la GnRH (Ellsworth et al., 2003a, 2003b).
Plus récemment, une étude comparative entre le promoteur de souris et celui de rat, qui est insensible
a l'activine et présente une différence d’une base dans I'élément GRAS, a démontré que cet élément
est indispensable mais non suffisant pour conférer la sensibilité a l'activine. Une seconde région
impliquée dans cette réponse, nommée DARE (Downstream Activin Regulatory Element) a été
localisée en aval de GRAS entre -365 et -348, contenant le motif ATTA reconnu par LHX3 ainsi qu’'un
second TAAT répondant a OCT1, distants de quatre bases (Cherrington et al., 2005). La mutation de
ces deux TAAT abolit la réponse a l'activine du promoteur murin. L’implication de LHX3 dans la
réponse médiée par DARE est suggérée par I'effet inhibiteur d’'un dominant négatif de LHX3 sur la
réponse du promoteur a l'activine (Cherrington et al., 2006). En outre, la distance entre GRAS et
DARE semble cruciale pour conférer au promoteur murin une sensibilitt maximale a l'activine. Ces
deux éléments sont séparés par une vingtaine de bases, ce qui les place en phase a deux tours
d’hélice sur ’ADN. En modifiant la distance de 5 ou 15 bases, la réponse du promoteur a I'activine est

significativement réduite, contrairement aux modifications de 10 ou 20 bases, suggérant une
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interaction fonctionnelle entre les facteurs liés, altérée quand GRAS et DARE se trouvent en opposé
sur I'hélice d’ADN.

La régulation du promoteur murin par la voie AMPc été mise en évidence dans les cellules
aT3-1, en activant la voie PKA par la forskoline ou 'AMPc puis en évaluant la quantité d’ARNm du
récepteur par Northern blot (Sadie et al., 2003). Cet effet, a la fois activateur et inhibiteur, met en jeu
deux sites sensibles, I'élément SF1 déja connu (-245/-236) et un second élément de réponse aux
récepteurs nucléaires ou NRS (Nuclear Response Sequence) en position -15/-7. Ces deux éléments
sont capables de lier SF1 et NUR77 in vitro. Le facteur NUR77 agirait comme régulateur négatif du

promoteur murin via I'élément NRS proximal.

Le promoteur du Rgnrh murin serait également sensible aux glucocorticoides, comme Tlillustre
une augmentation du niveau d’ARNm du récepteur suite a un traitement par la dexaméthasone dans
les cellules LBT2 (Turgeon et al., 1996). Les mécanismes d’action de ces stéroides n’ont pas encore
été élucidés dans un contexte gonadotrope, mais des études dans la lignée G-GH3 ont mis en
évidence un élément de réponse aux glucocorticoides dans le promoteur du Rgnrh de souris, localisé
entre -393 et -317 (Maya-Nufez et Conn, 2003).

2.3.2. Le promoteur de rat
a. Expression constitutive

Une région génomique de 3,3 kb située immédiatement en amont du codon d'initiation de la
traduction du Rgnrh de rat a été isolée au laboratoire par PCR inverse (Pincas et al., 1998). A
I'exception de 14 bases, la séquence est identique a celle clonée par Reinhart et collaborateurs
(1997). Cing sites principaux d’initiation de la transcription ont pu étre identifiés dans les 110 pb les
plus proximales. Cette région s'est révélée capable de diriger I'expression d'un géne rapporteur
spécifiquement dans les lignées cellulaires murines gonadotropes aT3-1 et LBT2, démontrant ainsi
qu'elle possédait les propriétés d'un promoteur histospécifique. Par la suite, I'analyse du promoteur du
Rgnrh réalisée avec ces deux lignées cellulaires a permis de montrer que la région de 1,1 kb
s’étendant de -1135 a -26 était suffisante pour obtenir une expression histospécifique maximale
(Pincas et al., 1998). Plus précisément, I'activité de cette séquence se répartit a la fois sur les parties
proximale (-475/-26) et distale (-1135/-753) du promoteur, cette derniére constituant un enhancer
spécifique nommé GnSE (pour GnRH receptor Specific Enhancer) (Figure 10). Certaines données
montrent que le GnSE n’est actif qu’en présence de la partie proximale, suggérant 'existence d’'une
interdépendance fonctionnelle entre ces deux régions, bien qu'aucune interaction physique claire n’ait

pu étre démontrée a ce jour.

Quatre séquences cis-régulatrices ont déja été identifiées dans la région proximale du
promoteur de rat (Figure 10) : I'élément CRE liant un facteur de la famille CREB (-110/-103), I'élément
SF1 (-245/-237), un élément directement adjacent au motif SF1 et liant un facteur non encore identifié
appelé SAP (pour SF1 Adjacent Protein) et enfin le site AP-1 (-352/-346) (Pincas et al., 1998, 2001a).
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Figure 10 :

Le promoteur du Rgnrh de rat (1,1 kb)

Contrairement au promoteur murin, la région proximale du promoteur de rat
(0,5 kb) n'est pas suffisante pour induire une expression maximale d'un gene
rapporteur dans des cellules gonadotropes. Ce promoteur contient une
seconde région active distale, le GnSE (GnRH receptor Specific Enhancer),
contenant un élément de réponse aux protéines LIM a homéodomaine (LIRE)
ainsi qu'un élément liant un facteur de type GATA. Plusieurs éléments
intervenant dans I'expression constitutive du Rgnrh de rat sont indiqués sur ce
schéma, ainsi que les deux régions PARE (PACAP Response Element) | et Il
impliquées dans la régulation par le PACAP. Il existe plusieurs sites d'initiation
de la transcription situés a -97, -99, -107 et -110.
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La présence de I'élément SF1 sur les promoteurs de rat et de souris, mais également sur le promoteur
humain (Ngan et al., 1999), reflete I'importance de ce facteur dans la régulation spécifiquement

gonadotrope du Rgnrh mammalien.

En paralléle, les éléments de réponse situés dans I'enhancer distal ont été partiellement
identifiés au laboratoire. Deux domaines indépendants et agissant de maniére additive, nommés
5'GnSE (-1063/-948) et 3'GnSE (-950/-827) conferent une activité maximale a I'enhancer (Pincas et
al., 2001a). L'analyse de la région 5'GnSE par retard sur gel (ou EMSA : Electromobility Shift Assay) a
permis de mettre en évidence une interaction avec une protéine apparentée aux facteurs GATA
(Pincas et al., 2001a). En outre, un élément de réponse aux protéines LIM & homéodomaine a été
caractérisé par de multiples approches au sein du 3'GnSE (Granger et al., 2006). L'élément de
réponse caractérisé dans le promoteur du Rgnrh de rat, appelé LIRE (-873/-852), pour LIM Response
Element, lie spécifiquement les protéines ISL1 et LHX3, qui interagissent sous forme d’hétérodimére.
D’autres facteurs de la méme famille, comme LHX9 et LHX5, sont notablement moins efficaces. De
plus, SF1 stimule I'activité du promoteur de 1,1 kb en synergie avec ces deux protéines (Granger et
al., 2006), suggérant que ces trois facteurs, au moins, forment une combinatoire transcriptionnelle
activant le promoteur de fagon extrémement spécifique. Les promoteurs de rat et de souris
contiennent un élément de réponse bien conservé pour LHX3. Il est intéressant de noter que cet
élément LIRE, caractérisé dans I'enhancer distal chez le rat, est situé dans la région proximale du
promoteur de souris et en sens inverse par rapport au rat. Il a donc conservé une fonction similaire
chez ces deux espéces malgré une position différente et inversée. Enfin, il est important de souligner

ici que le promoteur humain répond également a LHX3 et ISL1 (Granger et al., 2006).

b. Expression régulée

Le PACAP (Pituitary Adenylate-Cyclase Activating Peptide) est un polypeptide de 38 acides
aminés qui, comme l'indique son nom, a été initialement isolé a partir d’extraits hypothalamiques ovins
pour ses propriétés d’activation de I'adénylate cyclase dans des cellules anté-hypophysaires de rat en
culture (Miyata et al., 1989). Par la suite, de nombreux effets du PACAP ont été décrits a la fois dans
le systéme nerveux central et en périphérie, en particulier dans I’hypophyse et les glandes surrénales
(Counis et al., 2007, Ghzili et al., 2008). Dans les cellules gonadotropes, le PACAP participe
notamment a la régulation du Rgnrh de rat. Au laboratoire, cette régulation a été mise en évidence
dans les cellules aT3-1, qui expriment les récepteurs PAC1-R spécifiques du PACAP (Pincas et al.,
2001b). Les effets induits par le PACAP sur le promoteur du Rgnrh sont similaires a ceux provoqués
par la toxine cholérique et sont fortement réduits par un inhibiteur de la PKA, alors que I'activation de
la voie PKC n’entraine aucune variation de I'activité promotrice, démontrant que le PACAP stimule le
promoteur du Rgnrh via la voie AMPc/PKA. Ces données sont cohérentes avec la stimulation de
l'activité du promoteur du Rgnrh de rat dépendante de la voie PKA précédemment décrite dans les
cellules aT3-1, en excluant toute intervention de la voie PKC (Reinhart et al., 1997). Les régions

promotrices médiant la réponse au PACAP ont pu étre délimitées sur deux éléments, PARE | (PACAP
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Response Element) (-272/-237), incluant les éléments SF1 et SAP, et PARE Il (-136/-101), qui
contient un élément de réponse non palindromique a I'AMPc (TGACGTTT). Ces observations
confortent I'idée que ce neuropeptide puisse jouer un réle crucial dans le fonctionnement des cellules

gonadotropes, en particulier sur la synthése et la libération des gonadotropines (Counis et al., 2007).

24 Les apports réciproques entre régulation d’expression génique et

mécanismes du développement hypophysaire

24.1. L’hypothése de départ

La stratégie classique adoptée pour mettre en évidence les facteurs de transcription et leurs
éléments de réponse débute généralement par la recherche des régions promotrices les plus actives
dans un type cellulaire défini, grace a diverses constructions artificielles. La séquence de ces régions
est ensuite analysée pour y repérer un ou plusieurs motifs consensus constituant des éléments cis-
régulateurs putatifs, dont I'activité peut ensuite étre évaluée notamment par mutagenése dirigée. Les
facteurs de transcription impliqués dans leur activation sont alors recherchés et caractérisés
notamment par EMSA, mettant en évidence les complexes protéiques associés a la séquence
d’intérét, dont la migration peut encore étre retardée par un anticorps spécifique (supershift) si celui-ci
cible le complexe. Concernant l'étude de I'expression du Rgnrh, les travaux réalisés sur le
développement hypophysaire pourraient faciliter I'identification de ces facteurs. Au cours des vingt
derniéres années, ces études, en particulier celles conduites par M.G. Rosenfeld, ont permis
d'identifier plusieurs mécanismes qui contribuent a la différenciation des lignages hypophysaires
endocrines. Ces recherches se sont développées a partir d'une hypothese initiale simple : les facteurs
impliqués dans I'expression des génes marqueurs des différents lignages hypophysaires chez I'adulte,
seraient également engagés dans la différenciation de ces lignages pendant le développement
embryonnaire. Cette hypothése s'est révélée fructueuse, permettant d'isoler et/ou de caractériser les
facteurs POU1F1/PIT1 (lignages lactotrope, somatotrope et thyréotrope) (Ingraham et al., 1988),
TBX19/TPIT (lignage corticotrope) (Lamolet et al., 2001), SF1 (lignage gonadotrope) (Barnhart et
Mellon, 1994) et plusieurs autres agissant en combinaison ou en amont de ces facteurs. En tant que
géne marqueur précoce du lignage gonadotrope (Granger et al., 2004, Wen et al., 2010), le Rgnrh
pourrait constituer un excellent modéle d’étude pour identifier des facteurs de transcription impliqués
dans la différenciation de ces cellules. Inversement, des facteurs de transcription engagés dans la
différenciation hypophysaire sont susceptibles de réguler I'activité du promoteur du Rgnrh, a I'image
des protéines LIM a homéodomaine ISL1 et LHX3, indispensables a I'organogénése hypophysaire, ou

encore de SF1, impliqué dans la différenciation terminale du lignage gonadotrope (Zhu et al., 2007).
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24.2. Les gradients morphogénétiques et la détermination des lignages anté-

hypophysaires

En raison des possibilités étendues de manipulations génétiques in vivo chez la souris, les
mécanismes régulant 'ontogenése hypophysaire ont été essentiellement étudiés chez cette espéce.
Chez celle-ci, la poche de Rathke succédant a la placode hypophysaire se forme par invagination de
I'ectoderme oral a partir de E8,5, puis elle grandit et s'individualise pour former les lobes antérieur et
intermédiaire de I'hypophyse. L’émergence de six types cellulaires endocrines anté-hypophysaires a
partir d'un méme primordium ectodermique constitue un modéle d’étude privilégié pour aborder les
mécanismes moléculaires qui sous-tendent la différenciation d’'un lignage au cours du développement
embryonnaire. L’apparition de chaque lignage suit un schéma spatio-temporel bien défini, dont I'étape
la plus précoce dépend de facteurs extrinséques a la poche de Rathke. En effet, des expériences de
cocultures d’organes ont démontré que l'apparition de cellules différenciées a partir de poches de
Rathke murines précoces (E9,5) n’est possible qu'en présence du diencéphale ventral (ou
infundibulum), correspondant a la région du futur hypothalamus (Watanabe, 1982, Ericson et al.,
1998, Treier et al, 1998). Plus tardivement (vers E12), les cellules de la poche de Rathke sont
capables d’achever de fagon autonome le programme de différenciation préalablement induit par des
signaux extrinséques (Treier et al., 1998). Plusieurs signaux diffusibles participent a I'induction
précoce de la différenciation hypophysaire chez la souris, en provenance du diencéphale ventral ainsi
que de l'ectoderme oral et du tissu mésenchymal juxta-pituitaire (Ericson et al., 1998, Treier et al.,
1998 ; pour revue : Zhu et al., 2007). Les signaux provenant du diencéphale ventral incluent des
facteurs de type FGF (Fibroblast Growth Factor), Wnt et BMP (Bone Morphogenetic Protein),
notamment FGF8 et BMP4, répartis selon un gradient de concentration dorso-ventral dans
I'environnement de la poche de Rathke. A I'opposé, I'ectoderme oral exprime Sonic hedgehog (Shh)
des E9, excepté dans la poche de Rathke, ainsi que BMP2 a partir de E10,5, qui se répartit selon un

gradient ventro-dorsal.

Dans le primordium anté-hypophysaire, le destin de chaque cellule dépend ainsi de sa
position relative par rapport a deux gradients opposés de molécules diffusibles, qui déclenchent des
programmes d'expression génique différentiels (Figure 11). Certains facteurs de transcription, tels
que les facteurs a homéodomaine HESX1, PROP1, SIX3 et PAX6, sont induits de fagon transitoire
dans I'hypophyse en cours de différenciation. D’autres facteurs, dont I'expression persiste dans le
temps, constituent ainsi la mémoire moléculaire des gradients transitoires initiaux (Zhu et al., 2007).
Ces gradients induisent une hétérogénéité dorso-ventrale de I'expression de certains facteurs de
transcription, aboutissant a une régionalisation de la poche de Rathke. Plusieurs d’entre eux dont
LHX3 et PIT1 sont exprimés dorsalement, alors que GATA2 et ISL1 sont exprimés dans la région
ventrale de la poche de Rathke. D’autres facteurs comme PITX1 et PITX2 sont répartis dans toute la
poche de Rathke dés sa formation (Drouin et al., 1998). A terme, des combinatoires spécifiques de
facteurs de transcription induisent I'apparition des six lignages cellulaires différenciés typiques de

I'hypophyse adulte. Parmi eux, le lignage gonadotrope se différencie le plus tardivement, dans la

49



Jour post- Molécules Facteurs de

conception signalisatrices Transcription

m——————
| I
1 BMP-4 FGF8/10/18

Whnt5a

9 jpc ! (X3
"/ RP
Shh
|F ________ Dorsal:
Wnt5a BMP-4
g/ LHX3 PROP1 (épistatique a PIT1)

10,5 jpc
Y
ISL1 GATA2
Ventral:
Types Dorsal:
i FGFE8/10/18
ceMes VD\ LHX3 PROP1 (épistatique a PIT1)
M—>
S/L74 RP
11,5 jpc
T
o2 T I
C—s y \ 4
—=gupai PITX1 ISL1 GATA2 TPIT
Ventral:
Types Dorsal:
cellulaires
D LHX3 PIT1
M=
PP
S/L —
14,5 jpc
T
A AP T T
G —
C — Y Y

PITX1 ISL1 GATA2 TPIT SF1

Ventral:

Figure 11: Développement hypophysaire

Ce schéma résume différentes étapes du développement de I'hypophyse entre 9 et 14,5 jours
post-conception (jpc) chez la souris. A partir de 9 jpc, les gradients morphogénétiques
(symbolisés par des fleches vertes) se mettent en place et induisent progressivement, jusqu'a
11,5 jpc, l'expression de différents facteurs de transcription (en bleu) qui s'expriment ensuite de
maniére autonome pour, a terme, définir les différents lignages hypophysaires. Schéma modifié
d'aprés Scully et Rosenfeld (2002).

AP : Anté-hypophyse ; PP : Post-hypophyse ; RP : Poche de Rathke ; VD : Diencéphale Ventral.
Types cellulaires : M : Mélanotrope ; S/L : Somatotrope/Lactotrope ; T : Thyréotrope ; G :
Gonadotrope ; C : Corticotrope.
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région ventrale de I'hypophyse, ou la LHpB et de la FSHp ne sont exprimées respectivement qu’a partir
de E16,5 et E17,5 (Japon et al., 1994).

243. Premiers pas dans I'identification des facteurs de transcription impliqués

dans le développement : découverte de PIT1

La détermination et la différenciation terminale de chaque lignage s’opérent en plusieurs
étapes via une cascade d’activation de facteurs de transcription, d’abord partagés par des cellules aux
destinées diverses, puis de plus en plus spécialisés et régulant I'expression des marqueurs de
différenciation terminale de chaque type cellulaire. La découverte de PIT1 a constitué un événement
déterminant dans la compréhension de ces mécanismes. Ce facteur de transcription a domaine POU
(PIT-OCT-UNC), incluant un domaine POU-spécifique et un homéodomaine POU, a été caractérisé
initialement comme activateur de la transcription des génes codant la GH et la PRL (Ingraham et al.,
1988, Mangalam et al., 1989). Des mutations « perte de fonction » dans le géne de PIT1 ont par la
suite été identifiées dans les lignées de souris naines Snell et Jackson, présentant un déficit combiné
en hormones lactotrope, somatotrope et thyréotrope, démontrant un réle essentiel de PIT1 dans la
différenciation de ces trois lignages (Li et al., 1990). En revanche, le géne codant PIT1 est intact chez
les souris naines Ames, qui présentent un phénotype comparable aux souris Snell et Jackson, associé
a un déficit partiel en hormones gonadotropes. L’identification du géne invalidé dans la lignée Ames,
par clonage positionnel, a permis d’ajouter un niveau supplémentaire dans la compréhension des
mécanismes régulant la différenciation de ces lignages (Sornson et al., 1996). Ce géne code pour un
autre facteur de transcription a homéodomaine, nommé PROP1 pour « Prophet of PIT1 » car il est
exprimé dans les mémes cellules que PIT1 au cours du développement hypophysaire mais de fagon
plus précoce. En outre, le phénotype provoqué par l'invalidation de Prop1 a un effet dominant sur tout
génotype au locus Pit1, démontrant que PROP1 est épistatique a PIT1. Comme TPIT pour les
lignages corticotropes et mélanotropes (Lamolet et al., 2001) ou SF1 pour le lignage gonadotrope
(Barnhart et Mellon, 1994), PIT1 constitue un facteur de différenciation terminale des lignages
somatotrope, lactotrope et thyréotrope. Des mutations dans les génes codant PIT1 et PROP1 ont
également été identifiées chez des patients présentant des déficits combinés en hormones
gonadotropes, indiquant que ces facteurs possédent une fonction hautement conservée chez les

Mammiféres (pour revue : Reynaud et al., 2004).

244, Exemples appliqués au Rgnrh : Les protéines LIM-HD et SF1
a. ISL1 et LHX3
Les protéines LIM-HD constituent une famille de facteurs de transcription possédant un

homéodomaine capable d'interagir avec des séquences d’ADN spécifiques comportant un motif
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central TAAT, et, en position N-terminale, deux domaines LIM (acronyme composé des trois initiales
des protéines modeéles de cette famille LIN11, ISL1 et MEC3) (Figure 12). L’homéodomaine, codé par
une homéoboite (ou homeobox), est constitué d’environ 60 acides aminés formant trois hélices a.
Deux hélices sont organisées en motif hélice-tour-hélice tandis que la troisieme hélice, perpendiculaire
aux deux autres, participe directement a la fixation de 'homéodomaine dans le grand sillon de 'ADN.
Chaque domaine LIM contient deux doigts de zinc impliqués dans les interactions protéines-protéines.
ISL1 (Islet-1) est exprimé dés E8,5 dans I'ectoderme oral, puis a E9,5 dans toute la poche de Rathke,
sous l'influence positive de BMP4 puis BMP2. Vers E10,5, son expression est restreinte a la région
ventrale sous I'action inhibitrice de FGF8, produit par le diencéphale ventral (Ericson et al., 1998).
Egalement exprimé dans le cceur, les motoneurones et les ilots de Langherans pancréatiques, son
invalidation conduit a une léthalité embryonnaire vers E10. Chez ces embryons, I'épithélium de la
poche de Rathke est anormalement fin, suggérant un role d'ISL1 dans la prolifération et la
différenciation des progéniteurs hypophysaires (Takuma et al., 1998). Le facteur LHX3
(LIM/HomeoboX protein 3) est exprimé a partir de E9,5 dans la poche de Rathke, ou son expression
est maintenue dans les lobes antérieur et intermédiaire de I'hypophyse adulte. Il est en outre
abondamment exprimé au cours du développement dans les motoneurones de la moelle épiniére, le
rhombencéphale (situé entre le cerveau moyen et la moelle épiniére, ou se différencient le pont, le
cervelet et le bulbe rachidien), la rétine et la glande pinéale. Chez les souris Lhx3™, qui meurent
rapidement aprés la naissance, le développement de la poche de Rathke est interrompu a un stade
assez précoce (Sheng et al., 1996). Dans cette structure, I'expression de PIT1 n’est pas induite et
seules quelques cellules corticotropes parviennent a se différencier. La fonction de LHX3 semble en
grande partie conservée chez 'humain, ou des mutations récessives sont associées a des déficits
combinés en hormones hypophysaires, incluant celles produites par des lignages dépendants de PIT1
(GH, PRL, TSH) et les hormones gonadotropes (Sloop et al., 2001, Reynaud et al., 2004).

Compte tenu de leurs fonctions essentielles dans les étapes précoces de l'ontogenése
hypophysaire, un réle éventuel d'ISL1 et LHX3 dans la différenciation terminale et le maintien des
lignages hypophysaires ne peut pas étre appréhendé par I'étude des modéles murins Isl1” et Lhx3™.
Un tel role est toutefois fortement suggéré par le maintien de leur expression tout au long du
développement hypophysaire et chez I'adulte. Allant dans ce sens, LHX3 régule in vitro l'activité
promotrice des génes codant 'aGSU, la PRL, PIT1 et la TSH, en association avec le facteur Paired-
like a homéodomaine PITX1 concernant 'aGSU, ou avec PIT1 pour les trois autres facteurs (Bach et
al.,, 1997, Sloop et al., 2001). L’'implication de LHX3 dans la régulation de l'activité promotrice du
Rgnrh murin ainsi que celle de I'hétérodimére ISL1/LHX3 sur le promoteur de rat viennent encore
confirmer que les protéines LIM-HD engagées dans I'ontogénése hypophysaire contrélent I'expression
de marqueurs de différenciation terminale de lignages anté-hypophysaires (McGillivray et al., 2005,
Granger et al., 2006).
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Structure des protéines LIM a homéodomaine et de SF1

Les protéines LIM a homéodomaine se fixent a I'ADN par leur
homéodomaine, qui comporte 3 hélices o. Situés dans la région N-terminale,
les domaines LIM contiennent chacun deux doigts de zinc riches en
cystéines, impliqués dans les intéractions protéines-protéines. ISL1 posséde
également un domaine de reconnaissance de LHX3 (LBD) localisé dans le
domaine C-terminal.

Le facteur stéroidogénique SF1 appartient a la famille des récepteurs
nucléaires. La région N-terminale ne comporte pas d'élément AF1 (Activation
Function 1) présent chez les autres récepteurs de cette famille. SF1 contient
un domaine de liaison a I'ADN constitué par deux doigts de zinc, un domaine
de liaison du ligand et un domaine AF2 C-terminal, participant a la régulation
de l'activité transcriptionnelle.



b. SF1

Le facteur stéroidogénique SF1 (officiellement NR5A1) appartient a la famille des récepteurs
nucléaires, possédant un motif de liaison a I’ADN a doigts de zinc (Figure 12). Longtemps considéré
comme orphelin, on sait depuis peu qu’il est capable de lier des sphingolipides (Urs et al., 2006), ainsi
que des phopholipides (Krylova et al., 2005). Ces derniers seraient nécessaires pour conférer a SF1
une capacité transactivatrice maximale. Ce facteur est exprimé ventralement dans la poche de Rathke
dés E14, mais également dans les gonades, les glandes surrénales et ’hypothalamus ventro-médian.
Dans ces sites, il participe a la régulation d’un grand nombre de génes impliqués dans la
détermination et la différenciation du sexe, la stéroidogenése et la reproduction. L’invalidation de Sf1
induit une forte diminution de I'expression des génes codant la LH3, la FSHp et le RGnRH (Ingraham
et al., 1994, Shinoda et al., 1995). Ces souris présentent de multiples atteintes incluant une agénésie
des gonades et une malformation de I'hypothalamus ventro-médian. Afin de vérifier si les effets
hypophysaires observés sont causés directement par la perte de SF1 ou sont une conséquence
secondaire de l'atteinte gonadique et/ou hypothalamique, un second modeéle murin a été créé, dans
lequel SF1 a été invalidé de fagon ciblée dans I'hypophyse par utilisation du systéeme Cre/LoxP, en
floxant le géne Sf1 et en placant la recombinase Cre sous le contréle du promoteur de 'aGSU (Zhao
et al., 2001). Ce modéle, présentant également un déficit sévere en FSH et en LH, a permis de
démontrer un effet direct de la perte de SF1 sur la production d’hormones gonadotropes. Cependant,
un traitement des souris Sf1” par une dose supraphysiologique de GnRH stimule la production de LH
et de FSH (lkeda et al., 1995), suggérant que les cellules gonadotropes sont capables d’achever leur
différenciation en I'absence de SF1. Bien que cette derniére observation remette en question le réle
incontournable de SF1 dans la différenciation terminale du lignage gonadotrope, ce facteur joue un
réle majeur dans I'expression basale et régulée du Rgnrh et des génes codant les sous-unités a et 3

des gonadotropines, et, par la-méme, dans le maintien de la fonction gonadotrope chez I'adulte.

2.5 Analyse du promoteur du Rgnrh in vivo par transgenése chez la souris

Les études menées in vitro dans les lignées gonadotropes murines ont eu une importance
décisive dans lisolement des régions 5’-régulatrices du Rgnrh, ainsi que dans lidentification des
éléments cis et trans-régulateurs impliqués dans I'expression basale et régulée du Rgnrh. Toutefois, il
s’est avéré nécessaire de développer une approche complémentaire in vivo, afin de confronter et
valider les résultats obtenus in vitro mais également de pallier le manque d’anticorps dirigés contre le

RGnRH pour étudier son patron d’expression grace a I'utilisation de génes rapporteurs.

2.51. Modeéles créés par transgenése additionnelle

La technique de transgenése additionnelle consiste a injecter un ADN linéaire double brin, le

transgéne, directement dans un ovocyte fécondé, généralement dans le pronucléus male avant qu’il
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ne fusionne avec le pronucléus femelle. Dans certains embryons, le transgéne est intégré dans le
génome hbte, au hasard et souvent en plusieurs copies. Les embryons sont ensuite réimplantés dans
une femelle pseudogestante dont la descendance est génotypée. Chaque animal fondateur est
sélectionné pour générer une lignée d’animaux se transmettant le transgéne de génération en

génération.

Cette technique a permis d'’initier I'expression de génes spécifiques in vivo. Concernant le
Rgnrh, des souris transgéniques ont été créées, par intégration d’'une construction composée de la
séquence codante d'un géne rapporteur ou d’un oncogéne placée sous le contrdle d’une région
promotrice du Rgnrh. Le premier modéle créé comporte le géne rapporteur de la luciférase sous le
contréle du promoteur de 1.9 kb du Rgnrh de souris (McCue et al., 1997). Cette construction induit
une expression du gene rapporteur spécifiquement dans I'hypophyse, et, dans une moindre mesure,
dans le cerveau et les testicules. Cette expression est évaluée par quantification de I'activité luciférase
in toto dans des lysats d’organes. La méme équipe a ensuite créé deux modéles similaires avec un
promoteur ovin de 2,7 ou 9,1 kb (Duval et al., 2000). Ces promoteurs induisent également une activité
luciférase maximale dans I'hypophyse. De fagon surprenante, les mémes promoteurs ovins ne sont
pas actifs dans les lignées gonadotropes aT3-1 et LBT2, soulignant I'importance des approches in
vivo. Dans tous ces modeles, des modulations de I'expression du transgéne ont été observées suite a
un traitement des souris par un sérum anti-GnRH. Les cellules gonadotropes étant les seules a
exprimer le Rgnrh dans I'hypophyse, ces effets suggérent indirectement I'expression du transgéne
dans ce type cellulaire. En outre, un modéle exprimant I'antigéne T du virus SV40 sous contrdle du
promoteur murin de 1,2 kb induit 'apparition de tumeurs hypophysaires d’origine gonadotrope, en
accord avec l'activité cellulaire-spécifique de ce promoteur in vivo (Albarracin et al., 1999). Un autre
modéle contenant le promoteur murin muté au site AP-1 a permis de confirmer I'implication de cet
élément dans la régulation homologue du Rgnrh par la GnRH in vivo. En revanche, le site AP-1 n’est
pas en jeu dans la spécificité de cette expression, qui est correctement détectée uniquement dans

I'hypophyse, le cerveau et les gonades (Ellsworth et al., 2003a).

Au laboratoire, un modéle murin (Rgnrh-hPLAP) a été créé en plagant la séquence codante
de I'enzyme hPLAP sous le contréle du promoteur du Rgnrh de rat de 3,3 (ou 1,1) kb (Granger et al.,
2004). Cette enzyme présente notamment l'avantage d’étre détectée in situ sur coupes. Dans
I'hypophyse adulte, des analyses effectuées par immunohistochimie avec des anticorps dirigés contre
la LHB, la FSHp et la TSHP, ainsi que contre 'ACTH et la GH ont permis de localiser I'expression du
transgéne dans les cellules gonadotropes a I'exclusion des autres types cellulaires testés, confirmant
I'expression spécifiquement gonadotrope de ce promoteur in vivo. En outre, le promoteur de 3,3 kb est
activé dés E13,5 dans I'hypophyse en développement, constituant ainsi le marqueur le plus précoce
du lignage gonadotrope. En outre, des expériences d’'immunohistochimie ont permis de colocaliser
I'expression du transgéne avec I'expression d’ISL1 et LHX3 a E15,5 (Granger et al., 2006). Cette
observation suggére que ces facteurs, impliqués dans l'activation du promoteur in vitro, jouent
également un réle dans son activation in vivo, notamment au cours du développement embryonnaire

et de la mise en place du lignage gonadotrope. Outre I'analyse de ces mécanismes moléculaires dans
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I'hypophyse, ce modeéle permet d’étudier finement les autres sites non hypophysaires d’activité du
promoteur, grace a la grande sensibilité de détection de I'activité de 'hPLAP, mais également a sa
haute résolution rendant possible sa localisation sub-cellulaire. Ce modeéle palie donc partiellement

I'absence d’anticorps fiables dirigés contre le RGnRH.

Il est frappant de remarquer que tous les promoteurs utilisés dans ces modéles permettent
d’induire I'expression du transgene spécifiquement dans I’hypophyse de souris, bien qu’ils présentent
de nombreuses différences dans les mécanismes régulant leur expression. Ceci suggére que la
séquence du promoteur est cruciale dans la sélection des facteurs régulant son expression, mais que
la plupart voire tous les facteurs nécessaires a I'expression des différents promoteurs seraient

présents dans les cellules gonadotropes de souris.

2.5.2. Modéle créé par transgenése ciblée

Plus récemment, un modéle murin (Rosa26-Yfp x Rgnrh-Cre) exprimant le géne rapporteur
codant I'YFP (Yellow Fluorescent Protein) sous contrdle indirect du promoteur du Rgnrh endogéne a
été créé afin de repérer les cellules gonadotropes dans des cultures hypophysaires pour y effectuer
des mesures in vivo (Wen et al., 2008). En raison de I'absence d’amplification du signal telle que celle
fournie par une activité enzymatique, le géne rapporteur Yfp n’a pas été placé sous le contrdle direct
du promoteur du Rgnrh, considéré comme un promoteur faible. Une approche de double Knock-in a
été menée, en placant d’'une part la séquence codante de la recombinase Cre dans le locus du Rgnrh,
et d’autre part la séquence Yfp dans le locus RosaZ26, a expression forte constitutive, en ajoutant un
élément STOP floxé en amont de la séquence Yfp. Ainsi, dans les cellules exprimant le Rgnrh, la
recombinase Cre est produite et excise I'élément STOP, conduisant a la production massive d’'YFP.
Outre 'avantage de découpler les taux d’expression du Rgnrh et de I' Yfp, cette méthode est basée sur
le principe de recombinaison homologue, grace a laquelle les sites d’insertion sont parfaitement
ciblés. Ainsi, une seule copie de chaque transgéne est introduite dans le génome. Ce modeéle a pu
étre validé par colocalisation de I'YFP avec les sous-unités LHB et/ou FSHB. En outre, I'YFP est
détectée dés E12,75 dans I'hypophyse en développement, confirmant le résultat obtenu au laboratoire
avec le promoteur de rat. Impliquant le locus du Rgnrh endogéne, cette approche n’apporte aucune
information sur la délimitation des régions promotrices régulant son expression. En revanche, elle
pourrait a priori contribuer a étudier tous les sites d’expression du Rgnrh murin, quelles que soient les
régions régulatrices impliquées, puisque la recombinase Cre devrait subir une régulation

transcriptionnelle rigoureusement identique a celle du Rgnrh.
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3. Le récepteur de la GnRH hors de I’hypophyse

Le manque d’anticorps capables de reconnaitre le RGnRH de fagon spécifique et efficace a
rendu I'étude du patron d’expression de ce récepteur particulierement délicate. Ses sites d’expression,
d’abord identifiés par liaison de GnRH marquée, par effets biologiques de la GnRH éventuellement
bloqués par un antagoniste spécifique, par hybridation in situ puis par RT-PCR, ont été réexaminés a
la lumiére des modéles transgéniques portant un géne rapporteur sous le contrdle du promoteur du
Rgnrh. Les premiéres études révélant la présence de sites de liaison spécifiques de la GnRH hors de
I’hypophyse ont été réalisées trés peu de temps aprés l'identification du neuropeptide, par liaison d’'un
analogue de la GnRH marqué a liode 125 (125I-GnRH) sur des fractions membranaires de différents
organes (Marshall et al., 1976, Heber et al., 1978). Des sites de liaison spécifiques ont ainsi été mis
en évidence dans le foie, la rate, le cortex rénal, les poumons, les testicules, les ovaires, le muscle
cardiaque et I'hypothalamus. Par la suite, I'expression du RGnRH a été clairement établie, chez
’'homme comme chez d’autres espéces, dans une variété de tissus extra-hypophysaires normaux et
tumoraux (pour revue : Hapgood et al., 2005). Au-dela de la question essentielle du role joué par le
RGnRH dans ces sites, son expression suscite plusieurs interrogations, en particulier celle de la
source de GnRH, indétectable dans la circulation générale. En outre, on peut se demander si les
mécanismes moléculaires régulant I'expression du récepteur ainsi que ceux induits par la liaison du
ligand sont similaires aux mécanismes décrits dans I'hypophyse ou, au contraire, spécifiques de

chaque tissu.

3.1 Expression du RGnRH dans les organes reproducteurs

Compte tenu du réle crucial du systeme GnRH dans la fonction de reproduction chez les
Mammiféres, fonction qui est affectée de fagon drastique et quasi-exclusive en cas de perte de la
GnRH ou de son récepteur (voir § 1.1.3), les gonades constituent un point de départ logique pour
I'étude des sites d’expression extra-hypophysaires du RGnRH. L’hypothése de sa présence dans les
gonades de Mammiféres, également soutenue par le réle direct de la GnRH sur la fonction gonadique
dans d'autres groupes d’animaux (voir § 1.2.3), a été validée par de nombreuses études. Les
premiéres investigations fonctionnelles ont eu pour objet de vérifier si I'effet « paradoxalement »
inhibiteur d’une injection massive et chronique de GnRH sur la fonction de reproduction pouvait
impliquer un effet direct sur les gonades. Réalisées in vitro sur des cellules en culture ou in vivo chez
des animaux hypophysectomisés, pour éliminer I'effet hypophysaire de la GnRH, ces expériences ont
notamment démontré un effet inhibiteur de la GnRH sur la stéroidogenése induite par les

gonadotropines chez le rat (pour revue : Hsueh et Jones, 1983).

Dans le cas de l'ovaire, les effets biologiques de la GnRH observés in vivo (Hsueh et
Erickson, 1979a) ont été reproduits in vitro sur des cultures de cellules de la granulosa (Hsueh et
Erickson, 1979a) et de cellules lutéales (Clayton et al., 1979), ou des sites spécifiques de liaison ont

été mis en évidence dans les deux cas (Clayton et al., 1979, Jones et al., 1980). Chez 'homme, des
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effets biologiques de la GnRH ont d’abord été observés sur des cellules de la granulosa en culture
(Tureck et al., 1982), avant que ne soit mise en évidence pour la premiére fois I'expression d'un
récepteur fonctionnel dans ces cellules, exclusivement dans un follicule préovulatoire dominant, par
liasison sur coupe suivie d’autoradiographie (Latouche et al., 1989). Chez la ratte, des approches
d’hybridation in situ et de RT-PCR quantitative ont permis d'observer une grande variabilité de
I'expression du Rgnrh en fonction de la phase du cycle cestrien et du stade de maturation folliculaire.
Cette expression est en effet détectée dans les follicules de De Graff, mais elle est également
particulierement élevée dans les follicules atrétiques (Bauer-Dantoin et Jameson, 1995, Kogo et al.,
1995, Whitelaw et al., 1995). Ces données, associées a I'effet apoptotique de la GnRH sur les cellules
de la granulosa de ratte in vitro (Billig et al., 1994), suggérent fortement une implication du RGnRH
dans l'atrésie folliculaire. Le systtme GnRH jouerait également un réle dans les processus de
lutéinisation/lutéolyse en stimulant [I'expression de Ila métalloprotéase MMP-2 (Matrix
metalloproteinase 2) dans le corps jaune, enzyme impliquée dans le remodelage de la matrice
extracellulaire (Goto et al., 1999). Concernant la source potentielle de ligand dans I'ovaire, plusieurs
études ont mis en évidence une expression locale de la GnRH (Oikawa et al., 1990, Clayton et al.,
1992, Li et al., 1993), dont TARNm a été localisé dans les cellules de la granulosa et thécales de tous
types de follicules (primaire a de De Graff) ainsi que dans le corps jaune chez le rat (Clayton et al,,
1992). Cette expression, partiellement corrélée avec celle du RGnRH, suggere un réle autocrine ou

paracrine du systeme GnRH dans I'ovaire.

Chez le rat méle, l'inhibition de la stéroidogenése par la GnRH observée in vivo (Bambino et
al., 1980, Hsueh et Erickson, 1979b) a pu étre reproduite in vitro sur des cellules de Leydig (Hsueh,
1982). Des sites de liaison spécifiques pour la GnRH ont été mis en évidence sur ces cellules (Bourne
et al., 1980, Clayton et al., 1980, Lefebvre et al., 1980), contrairement aux cellules de Sertoli dans
lesquelles 'ARNm de la GnRH a, quant a lui, été détecté par hybridation in situ (Bahk et al., 1995).
Ces données suggérent donc un role paracrine de la GnRH dans le testicule de rat. Les effets
inhibiteurs de la GnRH sur la stéroidogenése induite par la LH observés chez le rat adulte ont
également été mis en évidence sur des cellules en culture provenant de testicules néonataux (Dufau
et al., 1984) et sur des cultures organotypiques de testicules foetaux (Habert et al., 1991). Renforgant
I'hypothése d’un réle du systéeme GnRH au cours de la vie foetale dans les gonades, les ARNm de la
GnRH et de son récepteur ont été mis en évidence au laboratoire, par RT-PCR et dot-blot, dés E14,5

dans le testicule et dés E15,5 dans I'ovaire chez le rat (Botté et al., 1998).

En outre, le transcrit du Rgnrh a été détecté par Northern blot dans des cellules germinales de
testicule chez le rat et la souris (Bull et al., 2000) et I'activité du promoteur du Rgnrh y a été observée
chez les souris transgéniques Rosa26-Yfp x Rgnrh-Cre (voir § 2.5.2 ; Wen et al., 2010). Ces résultats
étant contradictoires avec de nombreuses études ayant mis en évidence une expression restreinte au
tissu interstitiel dans le testicule, I'expression du Rgnrh dans les cellules germinales mérite de plus
amples investigations. Néanmoins, plusieurs observations soutiennent cette possibilité. In vitro chez
’homme, ladjonction de GnRH dans le milieu facilite la fixation a la zone pellucide des

spermatozoides (Morales, 1998), ou le RGnRH a été détecté par immunohistochimie dans la région
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de l'acrosome (Lee et al., 2000). Chez les Rongeurs, des antagonistes de la GnRH inhibent la
fécondation in vitro et in vivo aprés injection dans I'oviducte (Morales et al., 2002). L’expression de la
GnRH a été détectée par RT-PCR et immunohistochimie dans les trompes de Fallope chez la femme
(Casan et al., 2000), suggérant son implication dans les processus de fécondation, de développement
précoce du zygote et d'implantation. Allant dans le méme sens, des effets stimulateurs de la GnRH
ont été observés sur le taux de clivage d’oocytes bovins fécondés in vitro (Funston et Seidel, 1995)
ainsi que sur le développement préimplantatoire d’embryons de souris (Raga et al.,, 1999) et de porc
(Nam et al., 2005). Dans ces deux derniéres études ainsi que chez I'homme (Casaf et al., 1999),
I'expression du ligand et de son récepteur ont été détectées dans des embryons préimplantatoires a
différents stades. Cependant, aucun rdle crucial du systtme GnRH n’a pu étre mis en évidence au
cours des étapes d’'implantation et de développement précoce chez les souris invalidées pour le
Rgnrh (Wu et al., 2010).

Les séquences nucléotidiques des ARNm des récepteurs ovarien et testiculaire ont été
établies chez le rat, révélant une séquence identique a celle du récepteur hypophysaire et confirmant
I'expression d’'un méme gene dans ces trois organes (Moumni et al., 1994). L'expression de ce géne
pourrait cependant étre soumise a des mécanismes régulateurs différents en fonction du site
d’expression, voire méme dépendre de promoteurs distincts, a I'image du géne mammalien de
'aromatase, Cyp79, dont I'expression histospécifique semble impliquer plusieurs promoteurs
alternatifs dirigeant I'expression d’'une séquence codante unique (Conley et Hinshelwood, 2001). Les
modéles transgéniques exprimant un géne rapporteur sous le contréle du promoteur du Rgnrh (voir §
2.5.1) peuvent contribuer a répondre a cette question. Des analyses in toto chez les modéles
exprimant le géne rapporteur de la luciférase ont révélé que le promoteur de souris induit une
expression testiculaire faible et variable du transgéne, alors qu'aucune expression n’est détectée dans
'ovaire (McCue et al., 1997). Des données similaires ont été obtenues avec les promoteurs ovins,
conduisant a une expression de la luciférase significativement plus élevée dans le testicule que dans
'ovaire (Duval et al., 2000). D’aprés ces résultats, I'expression ovarienne du Rgnrh semble régulée
par des régions promotrices différentes du promoteur hypophysaire, qui est en revanche capable de
diriger I'expression du transgéne dans le testicule. De fagon plus surprenante, dans le modéle
Rosa26-Yfp x Rgnrh-Cre, on n’observe aucune expression d'YFP dans I'ovaire alors que, cette fois-ci,
c’est le promoteur endogene naturel et complet qui controle I'expression des transgénes (Wen et al.,
2010).

Outre les gonades, le RGnRH est exprimé dans plusieurs autres tissus associés a la fonction
de reproduction. Des sites de liaison de la GnRH ont ainsi été détectés dans le placenta humain
(Currie et al., 1981, Belisle et al., 1984). Le transcrit du récepteur y a également été observé par
hybridation in situ (Lin et al., 1995) ou RT-PCR (Kakar et Jennes, 1995, Boyle et al., 1998, Wolfahrt et
al., 1998). Dans ce tissu, cette expression est associée a une production locale de GnRH (Tan et
Rousseau, 1982, Wolfahrt et al., 1998). En outre, la GnRH stimule in vitro la synthése et la libération
de la gonadotropine chorionique humaine (hCG) (Belisle et al., 1984, Lin et al., 1995). In vivo, cette

hormone stimule & son tour la sécrétion de progestérone par le corps jaune, nécessaire a
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I'établissement et au maintien de la gestation dans les stades précoces. Dans ce contexte, deux
études suggérent une implication du systeme GnRH dans le remodelage des tissus, particulierement
important au moment de I'implantation. /n vitro sur cultures primaires de cytotrophoblaste, la GnRH
stimule I'expression des metalloprotéases MMP-2 et MMP-9, et diminue celle de TIMP-1 (Tissue-
specific Inhibitor of MMP) (Chou et al., 2003a). Dans des cellules déciduales humaines, correspondant
a la partie maternelle du placenta issue de 'endométre utérin, la GnRH stimule in vitro 'expression de
MMP-2 et MMP-9 sans modifier celle de TIMP-1 (Chou et al., 2003b). En modifiant ainsi la balance
MMP/TIMP, le systéme GnRH pourrait in vivo jouer un réle décisif dans les remodelages tissulaires
qui s’effectuent dans les stades précoces de la grossesse. Ces données suggérent également la
présence d’'un RGnRH fonctionnel dans la déciduale humaine. Soutenant cette hypothése, le transcrit
du RGnRH a été mis en évidence par RT-PCR dans 'endométre humain (Raga et al., 1998) ainsi que
dans le myométre (Chegini et al., 1996). En outre, le récepteur a été détecté par liaison de ?’I-GnRH
dans I'endometre et le myométre de rat (Clayton et Catt, 1981). Le transcrit du RGnRH a également
été mis en évidence dans la prostate et la glande mammaire humaines (Kakar et al., 1992) ainsi que
chez le rat (Levi et al., 1996, Tieva et al., 1999). Chez la ratte, les ARNm de la GnRH ont été détectés
dans la glande mammaire pendant la gestation et la lactation, suggérant une action autocrine ou
paracrine dans cet organe (Palmon et al., 1994). En outre, la présence de GnRH dans le lait est
établie depuis longtemps chez la vache et la ratte ainsi que dans I'espéce humaine (Baram et al.,
1977). Cependant, il faut préciser qu'une trés grande partie des résultats obtenus dans les tissus

reproducteurs concernent les formes tumorales qui en dérivent (évoquées § 3.6).

3.2 Expression du RGnRH dans les tissus périphériques non reproducteurs

Des interactions entre 'axe HHG et le systéeme immunitaire sont suggérées par des
différences liées au sexe dans l'occurrence des maladies auto-immunes, plus fréquentes chez la
femme que chez 'homme. Un dimorphisme sexuel a également été observé chez I'animal dans les
mécanismes de la réponse immunitaire, qui sont plus forts chez les femelles. Bien que les causes de
ces différences demeurent en grande partie non élucidées, les cellules immunitaires semblent étre
affectées non seulement par les stéroides sexuels mais également directement par la GnRH (pour
revue : Tanriverdi et al.,, 2003). Plusieurs études ont démontré une expression du RGnRH par les
organes lymphoides primaires et les cellules immunitaires circulantes. Ainsi, le RGnNRH a été détecté

par liaison de "%

I-GnRH dans le thymus et la rate chez le rat (Marchetti et al., 1989, Batticane et al.,
1991, Morale et al., 1991), et dans des lymphocytes porcins en culture (Standaert et al., 1992). Chez
’homme, le transcrit du RGnRH a été détecté dans plusieurs types de cellules immunitaires (Grasso
et al., 1998, Chen et al., 1999, Silveira et al., 2002). La GnRH semble activer directement certains
mécanismes immunitaires, en stimulant notamment I'expression du récepteur de l'interleukine 2 sur
des thymocytes et des splénocytes de rat (Batticane ef al., 1991), ou encore la production
d’interféron-y par des cellules mononucléaires humaines (Grasso et al.,1998). Des rbles dans le

développement du systéme immunitaire ont également été mis en évidence chez I'animal (Morale et
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al., 1991). Par ailleurs, des expériences réalisées sur des cellules T normales ou cancéreuses
humaines et murines ont démontré des effets de la GnRH sur des molécules impliquées dans
I'adhésion, la migration cellulaire, et l'invasion tumorale (Chen et al., 2002). In vitro, la GnRH induit
notamment I'expression d’un récepteur de la laminine impliqué dans ces processus. En outre, la
GnRH serait exprimée par les cellules immunitaires elles-mémes (Maier et al.,1992, Weesner et

al.,1997, Jacobson et al.,1998, Chen et al.,1999), suggérant la possibilité de régulations autocrines.

Le RGnRH serait également présent dans plusieurs autres tissus périphériques non
reproducteurs de Mammiferes. Diverses études ont rapporté I'expression du récepteur dans le
systeme digestif chez le rat, au niveau des épithéliums gastrique, de l'intestin gréle, du colon et du
rectum ainsi que du plexus myentérique (Huang et al., 2001), dans les glandes sous-maxillaires (Yao
et al., 2003) et dans des cultures de cellules musculaires lisses et pariétales de 'estomac (Chen et al.,
2004, 2005). Ces études ont mis en évidence le transcrit du Rgnrh mais également le récepteur lui-
méme, par immunomarquage, en utilisant un anticorps anti-idiotypique anti-GnRH. En paralléle,
I'expression de la GnRH a été mise en évidence dans le tractus digestif (Huang et al., 2001, Yao et
al., 2003, Chen et al., 2005), suggérant une action de type autocrine ou paracrine du systeme GnRH
dans ces sites. La plupart de ces résultats n’ayant pas été reproduits par d’autres groupes ou chez
d’autres especes, la présence étendue du systeme GnRH dans le tractus digestif mérite de plus
amples investigations. Cependant, I'expression du RGnRH avait déja été évoquée dans le plexus
myentérique. Ce plexus, appartenant au systéme nerveux autonome, est localisé dans la paroi du
tube digestif ou il participe essentiellement au contrble de sa motilité. Ainsi, un traitement par un
analogue de la GnRH a entrainé une amélioration des symptdmes chez des patientes souffrant de
pathologies neuromusculaires du tractus digestif (Mathias et al., 1989). Par la suite, 'TARNm du Rgnrh
a été mis en évidence dans des cultures de neurones myentériques de rats néonataux, suggérant la
possibilité d’'une action directe des analogues de la GnRH sur les neurones du plexus myentérique
(Ho et al., 1996).

Par ailleurs, une étude récente a rapporté des défauts de développement des incisives chez la
souris hpg déficiente en GnRH, laissant supposer un réle du systtme GnRH dans la maturation et la
minéralisation des dents. L'expression de la GnRH y a été démontrée, tandis que le transcrit du
récepteur a été détecté et sa fonctionnalité suggérée par effets biologiques d'un antagoniste sur des

explants dentaires (Tiong et al., 2007).

On peut enfin signaler que le transcrit du RGnRH a également été détecté par RT-PCR chez
’homme dans le foie, le muscle squelettique, le cceur et le rein (Kakar et Jennes, 1995), ainsi que
dans la glande surrénale chez le rat (Kakar et al., 1994a). Néanmoins, la plupart de ces données

demandent a étre confirmées et approfondies.
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3.3 Expression du RGnRH dans le systéme nerveux central

Depuis plus de 30 ans, plusieurs observations ont suggéré que la GnRH puisse jouer un réle
de neuromodulateur/neurotransmetteur dans le cerveau, rOle qui serait essentiellement lié aux
comportements sexuels. Ainsi dés 1973, deux études ont montré qu’une injection sous-cutanée de
GnRH facilite le comportement de lordose chez la ratte hypophysectomisée (Moss et McCann, 1973,
Pfaff, 1973). Cet effet pourrait, in vivo, permettre de synchroniser le comportement sexuel des
femelles avec la décharge ovulante de LH. La méme observation a été reproduite en injectant la
GnRH directement dans la substance grise périaqueducale du mésencéphale, ou l'implication de la
GnRH endogéne a été suggérée par l'effet inhibiteur d’'une injection de gammaglobulines anti-GnRH
(Sakuma et Pfaff, 1980). Par la suite, des expériences d’hybridation in situ et de liaison de '2%_.GnRH
ont mis en évidence I'expression du RGnRH dans plusieurs sites du cerveau (pour revue : Jennes et
al., 1997). Des sites de liaison ont ainsi été détectés chez le rat essentiellement dans le systéme
olfactif, le septum latéral, I'hypothalamus, le noyau interpédonculaire, la substance grise
périaqueducale, le colliculus supérieur, le complexe amygdaloide et I'hippocampe (Badr et Pelletier,
1987, Reubi et al., 1987, Jennes et al., 1988, Leblanc et al., 1988). Les études par hybridation in situ
ont mis en évidence une distribution du transcrit largement corrélée avec celle de ces sites de liaison
(Jennes et Woolums, 1994). Le transcrit du Rgnrh a en effet été détecté dans le systeme olfactif, les
noyaux arqué et ventro-médian de I'hypothalamus, 'habénula médiane, 'amygdale et I'hippocampe.
Chez les modeéles transgéniques exprimant la luciférase sous le contréle du promoteur murin ou ovin
du Rgnrh, des analyses in toto ont révélé une expression élevée du transgéne dans le cerveau,
correspondant a 10% du taux d’expression hypophysaire dans le cas du promoteur murin (McCue et
al., 1997, Duval et al., 2000). Ces données suggérent que le méme promoteur est capable de diriger
I'expression du transgéne a la fois dans I'’hypophyse et dans une ou plusieurs régions du cerveau.
Chez le modeéle transgénique Rgnrh-hPLAP créé au laboratoire, le promoteur de rat a également
permis d’induire une expression du transgéne dans le cerveau. En outre, les sites d’expression ont pu
étre précisément localisés in situ (Granger et al., 2004), recoupant partiellement les données
antérieures. En particulier, un marquage intense a été observé dans I'hippocampe, 'amygdale et le

septum latéral, ainsi que dans quelques corps cellulaires de I'’hypothalamus ventro-médian.

3.3.1. Les neurones a GnRH

Dans 'hypothalamus, les neurones a GnRH suscitent un intérét particulier en tant que sites
potentiels de régulation autocrine par la GnRH. Dans ce contexte, plusieurs études ont suggéré une
expression du RGnRH par ces neurones (pour revue : Krsmanovic et al., 2009). Ces mécanismes ont
d’abord été étudiés dans une lignée immortalisée de neurones a GnRH murins (GT1-7), dans laquelle
I'expression du RGnRH a été mise en évidence par liaison de '°I-GnRH et Northern-blot (Krsmanovic
et al., 1993). Ces cultures neuronales, périfusées par un agoniste de la GnRH, répondent par une

mobilisation de la signalisation calcique ainsi que des modifications doses-dépendantes de la
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sécrétion de GnRH. L’'expression du récepteur a par la suite été mise en évidence dans des neurones
en culture provenant d’hypothalamus de rat foetaux, ou elle a été colocalisée avec la GnRH par double
marquage immunologique (Krsmanovic et al., 1999), ainsi que par microdissection laser des neurones
a GnRH suivie de RT-PCR sur cellule unique (Martinez-Fuentes et al., 2004). Les effets d’agonistes
de la GnRH ont été observés sur ces cultures (Krsmanovic et al.,, 1999), mais également sur des
neurones dérivés de placodes olfactives de rat, identifiés comme des neurones a GnRH sur des
criteres morphologiques et exprimant a la fois le transcrit de la GnRH et celui de son récepteur
(Martinez-Fuentes et al., 2004). Chez le rat adulte, si I'expression du RGnRH est bien établie dans
I'hypothalamus (Jennes et al., 1988, Jennes et Woolums, 1994, Jennes et al., 1997, Krsmanovic et al.,
1999), sa localisation dans les neurones a GnRH n’est pas démontrée a ce jour. En revanche, chez la
souris adlute, I'expression du Rgnrh a été détectée dans une sous-population de neurones a GnRH,
en utilisant un modéle de souris exprimant la GFP sous le contréle du promoteur du géne de la GnRH.
Une approche de RT-PCR sur cellule unique a révélé la présence de 'ARNm du Rgnrh dans 52% des
neurones positifs pour la GFP (Xu et al., 2004). Dans une proportion équivalente de neurones GFP,
les enregistrements extracellulaires de la fréquence de décharge ont montré un effet dépendant de la
dose de GnRH, inhibitrice a faible dose et activatrice a forte dose. Ces résultats suggérent I'existence
d’'une boucle ultra-courte de régulation autocrine de la GnRH sur sa propre libération, qui pourrait
notamment étre impliquée dans la transition entre libération pulsatile et décharge massive. Enfin, une
étude a mis en évidence I'expression du RGnRH par liaison d’agoniste marqué, immunoblot et RT-
PCR dans une lignée immortalisée de neurones humains immatures (FNC-B4), présentant a la fois
des caractéristiques de neurones olfactifs et de neurones a GnRH (Romanelli et al., 2004). En outre,
des effets de la GnRH ont été observés sur la croissance axonale, la réorganisation du cytosquelette
d’actine et la migration de ces neurones, suggérant un réle autocrine du neuropeptide in vivo dans la
migration des neurones a GnRH au cours du développement. Cependant, un tel role serait absent, ou
non essentiel, chez la souris. En effet, dans cette espéce, I'absence de GnRH ou de son récepteur
n’affectent ni la taille, ni la distribution de la population de neurones a GnRH chez I'adulte, repérés par
un géne rapporteur chez les souris Gnrh™ (Gill et al., 2008). En outre, chez les souris Rosa26-Yfp x
Rgnrh-Cre (voir § 2.5.2), la protéine YFP n’est pas exprimée dans les neurones a GnRH

hypothalamiques (Wen et al., 2010).

3.3.2. L’hippocampe

L’hippocampe est trés certainement la zone du cerveau ou le RGnRH et son ARNm sont les
plus abondants (Reubi et al., 1987, Jennes et Woolums, 1994). L’hippocampe est une structure paire
constituée de deux régions, la corne dAmmon et le gyrus denté, jouant un role majeur dans les
processus de mémorisation et de codage des informations spatiales. La corne d’Ammon, subdivisée
en 3 régions (CA1 a CA3), contient des neurones pyramidaux dont les corps cellulaires sont situés
dans le stratum pyramidale. De part et d’autre, le stratum oriens et le stratum radiatum sont enrichis
en prolongements dendritiques provenant de ces neurones. Les expériences de liaison ont révélé la

présence de sites de liaisons abondants dans les strata oriens et radiatum chez le rat (Leblanc et al.,
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1988), alors que les transcrits ont été mis en évidence dans le stratum pyramidale (Jennes et
Woolums, 1994), suggérant que les neurones pyramidaux expriment le Rgnrh, dont le produit est
ensuite transporté dans les neurites. Plus récemment, une approche par immunohistochimie a révélé
la présence du RGnRH dans 'hippocampe chez la souris, I'ovin et 'lhomme (Albertson et al., 2008a,
Wilson et al., 2006). Cependant, au laboratoire, nous ne sommes pas parvenus a obtenir un
marquage spécifique du récepteur avec I'anticorps utilisé chez la souris et I'ovin, confirmant les
difficultés d’obtention d’un anticorps fiable contre ce récepteur et nous incitant & une certaine
prudence dans l'interprétation des données obtenues par immunomarquage. Par ailleurs, la présence
du RGnRH dans I'hippocampe a également été mise en évidence en observant les effets biologiques
induits par son activation in vitro. En effet, I'ajout de GnRH sur tranches d’hippocampe de rat induit
des réponses électriques dans des neurones pyramidaux de la région CA1 (Palovcik et Phillips 1986,
Wong et al., 1990, Chen et al., 1993), ainsi que la production d’'IP3 (Jennes et al., 1995). En outre, la
GnRH induit une potentialisation a long terme (LTP) des courants post-synaptiques excitateurs
associés aux récepteurs ionotropiques glutamatergiques (Yang et al.,, 1999). De facon intéressante,
les stéroides sexuels régulent négativement I'expression du RGnRH dans I'hippocampe de rat (Badr
et al.,, 1988, Jennes et al., 1995) ainsi que la production d’IP3 induite par la GnRH (Jennes et al.,
1995).

D’autres observations ont démontré une implication des stéroides sexuels, en particulier de
I'cestradiol, sur la fonction hippocampique et plus précisément sur la plasticité synaptique (pour revue :
Schumacher et al., 1997, Prange-Kiel et Rune, 2006), qui constitue trés probablement 'une des bases
cellulaires des processus cognitifs de mémorisation et d’apprentissage (Martin et Morris, 2002). Chez
la ratte, I'ovariectomie induit une diminution de la densité d’épines synaptiques dans les neurones
pyramidaux de la région CA1 (Gould et al., 1990), dont le nombre fluctue naturellement au cours du
cycle cestrien (Woolley et al., 1990). L’injection périphérique d’cestradiol rétablit une densité d’épines
normale dans I'hippocampe des rattes ovariectomisées (Gould et al., 1990) et facilite I'induction d’une
LTP dans les neurones de la région CA1 in vivo (Cordoba-Montoya et Carrer, 1997). Ces données
suggérent un mode d’action endocrine des stéroides gonadiques sur le cerveau. Par ailleurs, les
neurones hippocampiques expriment la StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) et 'aromatase
(Wehrenberg et al., 2001), et 'cestradiol est synthétisé de novo par des cultures primaires et tranches
d’hippocampe de rat adulte (Prange-Kiel et al., 2003). Un inhibiteur de I'aromatase diminue la
synaptogenése sur cultures dispersées ou tranches d’hippocampe de jeune rat, en réduisant le
nombre de boutons pré-synaptiques et d’épines dendritiques. Ces effets morphologiques sont
associés a une diminution de I'expression de la synaptophysine et de la spinophiline, marqueurs
respectivement pré- et post-synaptique (Kretz et al.,, 2004). Ces observations, associées a la quasi-
absence d'effet suite a une application d’cestradiol exogéne sur les cultures, ont conduit a la
conclusion que la plasticité synaptique hippocampique dépendait de la synthése locale d’cestradiol.
Cette production locale serait, par ailleurs, également impliquée dans la croissance axonale (von
Schassen et al., 2006). Récemment, I'équipe de G. M. Rune, qui a publié la majeure partie des
résultats cités précédemment, a démontré in vitro un réle de la GnRH sur la synaptogenése dans

I'hippocampe de rat, dépendante de la production locale d’cestradiol (Prange-Kiel et al., 2008). Si un
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role de la GnRH était avéré in vivo et que celle-ci provienne des neurones hypothalamiques de I'axe
HHG, les variations de densité d’épines dendritiques observées au cours du cycle cestrien (Woolley et
al., 1990) pourraient découler d’'un effet direct de la GnRH, qui synchroniserait ainsi la production

locale d’cestradiol dans I'ovaire et dans I'hippocampe (Prange-Kiel et al., 2009).

3.4 Autres structures du SNC : cortex, cervelet, systéme olfactif, moelle

épiniére

Plusieurs études ont mis en évidence la présence du RGnRH dans d’autres régions du SNC,
y compris dans le cortex cérébral (pour revue : Skinner ef al., 2009). Dés 1975, des effets de la GnRH
ont été observés sur l'activité électrique de neurones corticaux (Renaud et al., 1975, Phillis et
Kirkpatrick, 1980). Suggérée par ces effets biologiques, I'expression du RGnRH a été mise en
évidence dans le cortex de rat adulte par liaison d’agoniste marqué (Jennes et al., 1988), ainsi que
par immunohistochimie et RT-PCR a la fois chez I'adulte et 'embryon (Quintanar et al., 2007). Dans
cette derniére étude, une réserve peut néanmoins étre émise concernant la qualité du marquage anti-
RGnRH, contrdlé dans I'hypophyse adulte par colocalisation avec un marquage anti-LH, qui semble
diffus et plus étendu que le signal anti-RGnRH. Par la suite, ces auteurs ont observé une
augmentation de la croissance neuritique induite par la GnRH sur des neurones corticaux en culture
(Quintanar et Salinas, 2008). En outre, I'expression du RGnRH a été mise en évidence par
immunohistochimie dans des neurones corticaux humains (Wilson et al., 2006). La méme étude a
montré que la GnRH est capable de stimuler I'expression de la LHB dans des cultures primaires de
neurones corticaux de rat ainsi que dans la lignée humaine de neuroblastome M17 (Wilson et al.,
2006). Le RGnRH serait également présent dans le cortex de souris, comme le suggére une étude
récente par immunohistochimie (Albertson et al., 2008a). De fagon étonnante, dans ces deux
derniéres études, les marquages dans I'hippocampe sont corrélés avec les sites précédemment mis
en évidence par hybridation in situ. En effet, ces immunomarquages sont localisés dans de nombreux
corps cellulaires du stratum pyramidale et non dans les strata oriens et radiatum, marqués par liaison
de '"®I-GnRH. Une étude réalisée par le méme groupe suggére également I'expression du RGnRH
dans le cervelet de souris (Albertson et al., 2008b). La présence du systéme GnRH est beaucoup
mieux établie dans le systéme olfactif (Jennes et Woolums 1994, Jennes et al., 1997, Albertson et al.,
2008a, Wu et al., 2010), ou la GnRH pourrait jouer un réle de neuromodulateur en lien avec les
comportements reproducteurs (Wirsig-Wiechmann, 2001). Enfin, hors de I'encéphale, I'expression du
RGnRH a été détectée par immunohistochimie et RT-PCR dans la moelle épiniére de mouton (Dolan
et al., 2003) et de rat (Quintanar et al., 2009). En outre, une administration de GnRH diminue la
gravité des symptdmes chez des rats atteints d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale,
correspondant a une affection neurodégénérative de la moelle épiniere utilisée comme modeéle
d’étude de la sclérose en plaques (Quintanar et al., 2011). Néanmoins, bien que ce dernier effet ait
été observé chez des rattes ovariectomisées, ce type d’approche ne permet pas de démontrer
formellement une action directe de la GnRH sur la moelle épiniére.
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3.5 Expression du RGnRH dans la rétine et la glande pinéale

Dans les gonades et le cerveau, plusieurs études indépendantes, réalisées chez différentes
especes par des approches complémentaires, ont permis d’établir sans ambiguité I'expression du
RGnRH. A Tlinverse, dans la rétine, I'expression de 'ARNm du Rgnrh a été mise en évidence
uniguement chez une espéce de Mammifére, le campagnol (Wirsig-Wiechmann et Wiechmann, 2002).
En outre, la détection du transcrit a nécessité une RT-PCR couplée a une détection par Southern-blot,
suggérant qu'il est produit en quantité trés faible dans ce site. D’autres données confortent cependant
cette expression rétinienne du RGnRH. Chez le rat adulte, des fibores a GnRH ont été mises en
évidence par immunohistochimie dans le nerf optique, le chiasma optique et la bandelette optique, qui
correspond au prolongement du nerf optique vers le thalamus (Santacana et al., 1996). La présence
de fibres a GnRH a également été mentionnée chez le campagnol ainsi que chez le macaque rhésus
(Witkin, 1987, Wirsig-Wiechmann et Wiechmann, 2002). Un traceur rétrograde injecté dans I'ceil chez
le rat a pu étre colocalisé avec la GnRH dans des corps cellulaires situés dans le tubercule olfactif,
'indusium griseum et le gyrus denté, mettant ainsi en évidence des projections de fibres a GnRH
entre ces régions et la rétine (Vereczki et al., 2006). Enfin, chez ’homme, des troubles de la vision ont
été observés chez plusieurs patients traités par un agoniste de la GnRH, le leuprolide, sans qu’'une

relation de cause a effet n’ait été clairement établie (Fraunfelder et Edwards, 1995).

Si, chez les Mammiféres, I'expression du RGnRH dans la rétine reste encore a établir et
mérite de plus amples investigations, la présence du transcrit de ce géne a en revanche été
clairement établie dans la rétine de plusieurs poissons Téléostéens, notamment chez la truite Arc en
ciel et chez Haplochromis burtoni (Madigou et al., 2000, Robison et al., 2001, Maruska et Tricas,
2007). Auparavant, plusieurs observations laissaient déja supposer un réle physiologique de la GnRH
dans la rétine des Téléostéens. Tout d’abord, la présence de fibres a GnRH dans le nerf terminal
innervant directement la rétine avait été démontrée chez plusieurs espéces (Minz et al., 1982, Stell et
al., 1984). D’autre part, plusieurs types cellulaires comme les cellules ganglionnaires (Walker et Stell,
1986), les cellules horizontales et les cellules amacrines (Umino et Dowling, 1991), émettent des
signaux éléctriques en réponse a la GnRH. Une étude récente visant a préciser les cellules cibles de
la GnRH dans la rétine d’Haplochromis burtoni a permis de détecter le transcrit d’'un premier type de
récepteur dans la couche de cellules amacrines (Grens et al., 2005). En outre, I'expression d’'un
second type de récepteur a été observée dans une majorité de cellules ganglionnaires. L’ensemble de
ces observations suggére que la GnRH pourrait jouer un réle modulateur de la vision chez les
poissons. En outre, dans la glande pinéale ou épiphyse, un organe fonctionnellement et
structuralement apparenté a la rétine, le transcrit du Rgnrh a été mis en évidence chez le bar
européen par hybridation in situ (Gonzalez-Martinez et al., 2004b), et la cGnRH-II s’est révélée
capable de stimuler la libération de mélatonine (Servili et al., 2010). Chez les Mammiféres, bien que
I'expression du RGnRH dans la glande pinéale n’ait jamais été formellement démontrée, I'adjonction
de GnRH a des glandes pinéales de rat en culture entraine la libération de mélatonine dans le milieu,

suggérant a nouveau I'existence d’un récepteur fonctionnel (ltoh et al., 2003).
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3.6 Le systéme GnRH dans les cellules et tissus tumoraux

Des analogues de la GnRH sont utilisés depuis plus de 30 ans en thérapeutique humaine
pour traiter certaines formes de cancers hormono-dépendants, en particulier des cancers du sein et
de la prostate (Falcone et al., 1982, Furr et Nicholson, 1982, Emons et Schally, 1994, Vacher, 1995).
En effet, 'administration massive et continue d’analogues superactifs de la GnRH inhibe la fonction
gonadique (voir § 1.1.1.c), et par conséquent la production de stéroides stimulant le développement
de ces tumeurs. L’action anti-tumorale de la GnRH est donc majoritairement imputable a un effet
classique de castration chimique opéré au niveau des cellules gonadotropes hypophysaires.
Cependant, certaines observations, en particulier la présence du systtme GnRH en dehors de
I'hypophyse mais également le fait que des femmes ménopausées soient sensibles a un traitement
anti-tumoral par des analogues de la GnRH (Plowman et al., 1986), ont conduit & émettre 'hypothése
d’un effet direct de ces drogues sur les cellules tumorales. Des études déja anciennes avaient permis
de démontrer I'existence de sites de liaison pour la GnRH dans des tumeurs mammaires humaines
(Eidne et al., 1985), ainsi que la capacité de la GnRH a freiner la croissance d’'une lignée tumorale
mammaire humaine (Miller et al., 1985). Désormais, on sait que de nombreux tissus tumoraux (et
lignées cellulaires dérivées de tumeurs) expriment le RGnRH, par des études réalisées en trés grande
majorité a partir de matériel humain (pour revue : Hapgood et al., 2005). Outre la prostate et le sein,
I'expression du récepteur est avérée dans certaines tumeurs de I'ovaire et de I'endométre (Kakar et
al., 1994b, Imai et al., 1994). Dans ces tumeurs, I'expression du récepteur est généralement associée
a celle de la GnRH, suggérant un mode d’action autocrine/paracrine de ce couple. De plus,
contrairement au récepteur hypophysaire, principalement couplé a la protéine Gq/G44, dans les
cellules tumorales le RGnRH serait préférentiellement couplé a la protéine Gi (Imai et al., 1996,
Grindker et al., 2001). Parmi les mécanismes moléculaires en jeu dans les effets de la GnRH,
I'activation du récepteur induirait une inhibition de la croissance tumorale en interférant négativement
avec l'activité mitogéne des récepteurs aux facteurs de croissance de type EGF (Grundker et al.,
2001 ; pour revue : Emons et al., 2003, Limonta et al., 2003). En outre, I'inhibition de la croissance
tumorale pourrait également passer par un effet pro-apoptotique de la GnRH (Kraus et al., 2004). Sur
ce point, d’autres études suggérent au contraire I'induction d’'un effet anti-apoptotique par la GnRH,
via I'activation de NFkB (Griindker et al., 2000, Emons et al., 2003). Comme cela a déja été évoqué
au sujet des lymphocytes T (voir § 3.2), la GnRH pourrait réduire la capacité migratoire et invasive des
cellules cancéreuses, en affectant 'expression et/ou I'activité des molécules d’adhésion cellulaire et
des enzymes impliquées dans le remodelage de la matrice extracellulaire (Chen et al., 2002, Moretti
et al., 2002 ; pour revue : Cheung et Wong, 2008). Compte tenu de l'intérét thérapeutique, actuel et
potentiel, que représentent les analogues de la GnRH, 'étude du systeme GnRH dans les tumeurs
continue de faire I'objet d’études intensives, a 'origine des nombreuses données acquises récemment

dans ce domaine.
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3.7 Roles du systéme GnRH de type Il

Chez I'homme, le géne codant le RGnRH de type Il contient un codon stop prématuré,
rendant impossible la synthése d’un récepteur fonctionnel (Millar et al., 2004). Néanmoins, un produit
potentiel de ce géne, correspondant a un fragment C-terminal du récepteur, est capable d’inhiber
I'expression du RGnRH de type | in vitro (Pawson et al., 2005). Cet effet suggére un réle régulateur du
gene codant le RGnRH-II humain en cas de coexpression avec le récepteur de type |. En revanche,
contrairement aux Rongeurs de laboratoire, 'espéce humaine posséde un gene codant une GnRH-II
fonctionnelle (White et al., 1998). Dans le systéme nerveux central, ce peptide a été détécté dans la
région périaqueducale, les noyaux oculomoteurs et le noyau rouge du cerveau moyen (Chen et al.,
1998). En outre, TARNm de la GnRH-Il a été détecté dans le noyau caudé, I'hippocampe et
l'amygdale (White et al, 1998). Cependant, contrairement a la GnRH-I, la GnRH-Il serait
majoritairement présente dans des organes périphériques, ou elle agirait essentiellement de fagon
autocrine ou paracrine (pour revue : Cheng et Leung, 2005). La plupart des effets de la GnRH-Il ont
été mis en évidence par des approches in vitro sur du matériel d’origine humaine. Parmi les effets
recensés, la GnRH-II stimulerait les processus d’adhésion et de migration des lymphocytes T (Chen et
al., 2002), et modifierait la balance MMP/TIMP dans des cellules trophoblastiques (Chou et al.,
2003a). De plus, la GnRH-II inhiberait la prolifération de cellules tumorales ovariennes et
endométriales (Grindker et al., 2002). Elle serait également capable d’inhiber la stéroidogenése
induite par la LH dans la lignée humaine GLC (Granulosa-Luteal cells), en réprimant I'expression des
récepteurs des gonadotropines LH et FSH (Kang et al., 2001). Cependant, il semble que la grande
majorité des effets de la GnRH-Il connus a ce jour ne soient pas spécifiques et puissent étre
reproduits par la GnRH de type | (Cheng et Leung, 2005). En I'absence de RGnRH de type Il, la
GnRH-II pourrait agir via le RGnRH de type |. En effet, par définition, le RGnRH-I présente une
meilleure affinité pour la GnRH-I, mais peut néanmoins étre reconnu et activé par des doses
physiologiques de GnRH-Il (Flanagan et al., 1994). Ce mode d’action pourrait sous-entendre une
redondance fonctionnelle entre les deux types de GnRH. A ce jour, les réles de ce peptide en

physiologie et pathologie humaines nécessitent d’étre mieux définis.
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IV. OBJECTFS GENERAUX

La régulation de I'expression du Rgnrh constitue le lien entre les travaux précédemment
effectués au laboratoire et la réalisation de mon projet de thése. J'ai ainsi poursuivi le décryptage des
combinatoires transcriptionnelles impliquées dans I'expression du Rgnrh de rat dans les cellules
gonadotropes, avec pour premier objectif de compléter les données relatives a la réponse du
promoteur aux facteurs a homéodomaine, notamment les protéines LIM a homéodomaine ISL1 et
LHX3. Cette étude m’a conduite a réexaminer le réle d’éléments localisés dans les régions proximale
et distale du promoteur, en particulier un élément de I'enhancer distal précédemment identifié€ comme

liant un facteur de type GATA.

L'étude des sites d’expression extra-hypophysaires du Rgnrh a constitué le deuxiéme grand
axe de mes travaux de recherche. Concernant ce point, j'ai bénéficié de I'outil d’investigation puissant
offert par le modéle transgénique Rgnrh-hPLAP. En couplant l'analyse de ce modéle a d'autres
approches expérimentales, j'ai approfondi I'étude de I'expression du Rgnrh dans I'hippocampe, région
cérébrale jouant un r6le central dans la mémoire et le codage des informations spatiales. Jai
également recherché d’autres sites d’expression et découvert deux sites plus inattendus, la rétine et la

glande pinéale.

Dans un premier temps, mon objectif principal fut de déterminer les caractéristiques spatio-
temporelles précises de I'expression du Rgnrh au cours du développement et chez I'adulte. Cette
diversité des sites d’expression soulevait plusieurs questions : celle des mécanismes qui président a
I'expression du géne mais également celle du réle du récepteur et de son ligand dans ces différents
tissus. Compte tenu du réle majeur du RGnRH dans I'hypophyse, ces rdles extra-hypophysaires
pouvaient étre liés a la fonction de reproduction, dont le succés dépend de nombreux mécanismes
comportementaux et physiologiques. L’action pleiotropique du RGnRH, suggérée par la multiplicité de

ses sites d’expression, pourrait permettre la synchronisation de tels mécanismes.
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V. RESULTATS

Les différents articles seront précédés d’une présentation succincte, rappelant les objectifs

propres a chaque étude, les résultats marquants et les conclusions principales.

1. Article 1 : Core TAAT motifs confer to LIM Homeodomain proteins a

predominant regulatory role over GATA factors in the cell-specific

expression of the Rat Gonadotropin-Releasing Hormone Receptor Gene.
En préparation

Anne-Laure Schang, Anne Granger, Christian Bleux, Marie-Claude Chenut, Raymond

Counis, Joelle Cohen-Tannoudji, Jean-Noél Laverriére

Les travaux du laboratoire ayant conduit a la découverte de I'élément de réponse aux
protéines LIM a homéodomaine (LIRE) situé sur I'enhancer distal ont également permis de prédire
I'existence d’autres éléments de réponse aux protéines LIM-HD au sein du promoteur. En effet, la
délétion de cet élément, si elle diminue la capacité de réponse aux protéines ISL1 et LHX3, ne I'abolit
pas (Granger et al., 2006). Ces protéines constituent, via des interactions spécifiques, un code
transcriptionnel que l'on retrouve, au cours du développement, dans d’autres tissus comme par
exemple les motoneurones de la moelle épiniéere, les incisives, le pancréas ou le muscle cardiaque
(Hunter et Rhodes, 2005). La fonction des protéines LIM-HD n'est donc pas restreinte a un seul tissu.
La compréhension des mécanismes d'action et de la fonction de ces protéines dans I'hypophyse
pourrait, par conséquent, faire évoluer les connaissances dans d'autres domaines. En outre, chacun
des multiples éléments de réponse aux protéines LIM-HD dans le promoteur du Rgnrh pourrait
présenter des spécificités différentes et étre impliqué dans des fonctions variées au cours du
développement et chez 'adulte. Il est donc important de les caractériser, compte tenu du réle probable
des protéines LIM-HD dans I'’émergence précoce du Rgnrh au cours du développement mise en

évidence au laboratoire (Laverriére et al., 2004).

Dans ce contexte, nous avons entrepris d’identifier les éléments LIRE additionnels dans le
promoteur, en mettant en ceuvre des transfections transitoires dans la lignée gonadotrope aT3-1. Les
premiéres expériences ont permis de localiser, dans la région 5 de I'enhancer distal (5°GnSE), un
second élément impliqué dans la réponse a ISL1 et LHX3. Ce nouvel élément a été nommé D-LIRE
en raison de sa position distale par rapport au premier élément LIRE identifié dans le 3'GnSE. Une

approche de chromatographie d’affinité a permis de mettre en évidence une interaction entre I'élément
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D-LIRE et le facteur LHX3 in vitro, facteur dont le réle dans I'activation du D-LIRE a été formellement
démontré par I'effet inhibiteur du dominant négatif KRAB-LHX3 dans les cellules aT3-1. A I'image du
P-LIRE, Le D-LIRE serait activé spécifiquement par le dimére LHX3/ISL1, avec lequel SF1 agirait
également en synergie. Or, la caractérisation de cette région promotrice avait déja été initiée au
laboratoire, notamment par une approche d’EMSA démontrant la fixation d’'un élément GATA sur cette
séquence (Pincas et al., 2001a). Cette donnée nous a conduits a évaluer le role des facteurs GATA
vis-a-vis de cet élément et, plus généralement, dans I'activité du promoteur du Rgnrh. De fagon plutot
inattendue, les facteurs GATA se sont révélés inhibiteurs de I'activité promotrice du Rgnrh dans les
lignées aT3-1 et LBT2, en particulier GATA2 et GATAS3, impliqués dans le développement du lignage
gonadotrope (Dasen et al., 1999, Charles et al., 2006). L'élément D-LIRE identifié dans le promoteur
de rat étant hautement conservé chez la souris, nous avons mis en ceuvre une approche
d'immunoprécipitation de la chromatine dans les lignées aT3-1 et LBT2, qui ont permis d’observer une
liasison de LHX3, et, dans une moindre mesure, d’'ISL1, sur le promoteur du Rgnrh in vivo. En outre,
nous avons récemment observé une interaction entre GATAZ2 et ce promoteur uniquement dans les
cellules LBT2, ou I'expression de ce facteur s’est révélée bien plus élevée que dans la lignée aT3-1.
Ces données nous ont conduits a évaluer la capacité de I'élément D-LIRE a interagir avec GATA2
dans les cellules LBT2, par chromatographie d’affinité et EMSA. Ces analyses sont actuellement en
cours. Nous envisageons également d’évaluer linfluence de siRNA (petits ARN interférents)

spécifiques des facteurs GATA sur I'activité du promoteur et de I'élément D-LIRE.

Ainsi, I'élément D-LIRE semble étre la cible de facteurs multiples, incluant des facteurs LIM-
HD mais également SF1 et des facteurs GATA. Les facteurs LIM-HD, en synergie avec SF1, jouent un
role clairement activateur, tandis que la surexpression des facteurs GATA inhibe l'activité promotrice.
Nos observations différentes dans les lignées aT3-1 et LBT2 suggérent que ces facteurs pourraient
agir sous forme de combinatoires variables au cours du développement. Certains aspects seront plus
particulierement développés dans les § 1.1.1 (protéines LIM-HD), 1.1.4 (facteurs GATA) et 1.1.5 (SF1)

de la partie « VI-Discussion ».
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Abstract

The GnRH receptor (GnRHR) plays pivotal role in the control of reproductive function in mammals. Its
efficiency is highly dependent upon the number of receptors at the surface of the gonadotrope cells in
the pituitary gland, that is ultimately regulated at the transcriptional level. Factors belonging to GATA
and LIM homeodomain families are involved in gonadotrope differentiation and suspected to activate
marker genes of this lineage. Here, we describe a novel cis-acting element, referred to as D-LIRE, in
the distal promoter of the rat and mouse Gnrhr that possesses the peculiarity to interact with both LIM
homeodomain proteins (LIM-HD) and GATA factors. Using transient transfection in gonadotrope aT3-1
cell line, we show that LIM-HD proteins, LHX3 and ISL1, activated the promoter via this element.
EMSA as well as DNA affinity chromatography experiments further demonstrated that LIM-HD proteins
physically interacted with D-LIRE through 2 TAAT core motifs in vitro. Unexpectedly, in the present
study, GATA factors exerted opposite effects to LIM-HD proteins by repressing promoter activity in
overexpression experiments. Mutations of TAAT core motifs converted the repressive effect of GATA
factors into a stimulatory influence, highlighting the predominant role of LIM-HD motifs. Moreover,
ChIP assays using the LBT2 gonadotrope cell line that expresses spontaneously high level of GATA2
demonstrated in vivo interaction of GATA2 and LHX3 with D-LIRE. This equilibrium between activating
and repressing factors might result in a poised state sensitive to subtle modulation of the cell context

and thus contributing to fine tuning of Gnrhr promoter activity.
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Introduction

In mammals, the gonadotrope function governs the emergence of the reproductive function at puberty,
its regulation during adult life, and its decline in the ageing animal. To fulfill these processes, the
gonadotrope cells in the anterior pituitary integrate multiple inputs. Among them, the hypothalamic
GnRH is known to exert a major control on LH and FSH production by the pituitary in the adult animal.
Through the peripheral blood circulation, these hormones regulate gonadal activity, including
gametogenesis, steroidogenesis, and the ovarian cycle in the female (1).

To mediate its action, the neurodecapeptide GnRH acts through a seven-transmembrane domain G
protein-coupled receptor, the expression of which is restricted to the gonadotrope cell lineage in the
pituitary. While the pituitary gland contains 6 different endocrine cell types, cell-specific expression of
the GnRH receptor (GnRHR) appears decisive for ensuring the specificity of the gonadotrope
response. Therefore, the mechanisms that underlie the gonadotrope-specific expression of the
GnRHR gene (Gnrhr) constitute critical cues for proper achievement of the reproductive function.
These mechanisms likely implicate factors that are key components of the gonadotrope differentiation
pathway and their study would shed light on the processes that trigger pituitary development and
ontogenesis.

In an attempt to characterize the mechanisms that underlie the tissue-specific and regulated
expression of the rat Gnrhr in both adult and developing animals, the promoter has been isolated and
characterized (2). Promoter activity appears highly dependent on motifs that are present in the
proximal domain (-475/-32), (numbering is starting at the ATG translation start codon, the adenine
being considered at position +1), notably the elements that respond to CREB, AP1, and steroidogenic
factor 1 (SF1), a transcription factor involved in late stages of gonadotrope lineage differentiation (3)
(Figure 1A). Promoter activity is further dependent on a distal enhancer region referred to as Gnrhr
specific enhancer (GnSE) extending from -1063 to -826 bp that requires cooperation with proximal
elements for activating basal Gnrhr gene expression in gonadotrope cells (4). The GnSE constitutes a
bipartite enhancer with independent response elements localized in the 3' and 5' domains. The
3’'downstream element (-873/-852), thereafter referred to as P-LIRE, has been previously
characterized and shown to bind the heterodimer complex formed by the LIM homeodomain (LIM-HD)
proteins LHX3 and ISL1 (5). Importantly, these LIM-HD factors are involved in early stages of pituitary

differentiation, in contrast with SF1. The second active element localized in the 5' part of the GnSE
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has been suggested to bind GATA-related factors since efficient competition was observed with
heterologous GATA consensus sequence in EMSA (4). Similarly to LIM-HD protein and SF1, GATA2
factor is thought to be involved in gonadotrope cell lineage differentiation (6,7), pointing out the strong
connection between factors involved in Gnrhr expression and gonadotrope cell differentiation.
Interestingly, these factors are also active on the Gnrhr promoter of other species. In addition to AP1
and CREB, the proximal SF1 element appears critical not only for rat but also for mouse and human
promoter activities (8,9). Moreover, a mouse homolog of the rat P-LIRE element has been identified. It
was found to be active in transient transfection assays using the aT3-1 gonadotrope cell line and to
bind LHX3 in ChIP assay (10). However, the mouse motif is localized in the proximal promoter (-363/-
342) contrasting with the distal localization of the rat sequence. Consequently, the activity of the
mouse promoter is apparently restricted to the proximal domain that extend from -492 to -10, the most
upstream element characterized being the GRAS element (-391/-380) (11,12). Concerning the
5'GnSE, no equivalent mouse homolog has been described untii now and, despite previous
investigation, the data regarding this element in the rat promoter remain unsatisfactory, notably those
concerning the identity of the factor(s) that interact(s) with this sequence (4).

To gain further insights into the mechanisms that control Gnrhr expression during pituitary ontogenesis
and in the adult animal, we have generated a mouse transgenic model expressing the human
placental alkaline phosphatase gene under the control of the rat Gnrhr promoter (13). Using this
model, we have shown that the Gnrhr promoter might be activated at E13.5 likely by LHX3/ISL1 acting
on the P-LIRE (5). Gnrhr expression may thus precede the appearance of SF1 at E14. The presence
of a GATA motif on the 5°GnSE, if functional, would confer to the enhancer the additional capacity to
respond to GATA factors, in particular GATA2 that plays critical role in the differentiation of the
gonadotrope lineage during pituitary ontogenesis as underlined above (6,7). Altogether this led us to
reinvestigate in depth this issue by analyzing the rat enhancer and searching whether homologous

sequence may be functional in the mouse promoter.
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Materials and Methods

Antibodies

Rabbit anti-LXH3 polyclonal antibody (AB3202) was purchased from Chemicon International
(Temecula, CA), rabbit polyclonal anti-EGR1 (sc-110), anti-GATA2 (sc-9008) and mouse monoclonal
anti-GATA3 antibodies (sc-268) from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), histone H3 (tri
methyl K4) antibody (ab8580 - ChIP grade), histone H3 (tri methyl K27) antibody (ab6002-ChIP grade)
and RNA polymerase Il CTD repeat YSPTSPS (phospho S5) antibody (ab5131 - ChIP Grade) from
Abcam (Cambridge, UK), rabbit anti-SF1 polyclonal antibody from Upstate Biotechnology
(Charlottesville, VA). The monoclonal anti rat ISL1 antibody (394D5) and monoclonal anti 1SL2
antibody (514H9) developed by Thomas M. Jessell and Susan Brenner-Morton were obtained from the
Developmental Studies Hybridoma Bank developed under the auspices of the NICHD and maintained
by The University of lowa, Department of Biology, lowa City, I1A 52242.

Cell cultures and plasmid constructs

aT3-1, LBT2 and CHO cells were maintained in monolayer cultures using high glucose Dulbecco's
Modified Eagle's Medium supplemented with 10% fetal bovine serum and 50 pg/ml gentamicin at 37°C
in humidified 5% CO2, 95% air. The Gnrhr promoter luciferase fusion constructs were previously
described and numbered relative to the A of the ATG translation start codon considered at position +1
(2,4,5). Briefly, the pLuc3.3Gnrhr and pLuc1.1Gnrhr constructs resulted from the insertion of the -
3268/-32 or -1135/-32 fragment of the 5'upstream sequence of the rat Gnrhr promoter into the pGL3
basic vector containing the firefly luciferase reporter gene (Promega). This promoter fragment includes
the start sites of transcription previously described and all the cis-active elements that have been
characterized in aT3-1 and LBT2 gonadotrope cell lines. Activity of this construct displayed a 13- to
14-fold increase over the minimal Prl promoter in gonadotrope cells. Other Gnrhr promoter fusion
constructs were obtained by 5' deletion, generating promoter fragments ending at -475
(pLuc0.44Gnrhr), -381, -316, -272, -222 and -180. Artificial constructs were based on three SF1-
containing modules fused to either the minimal Prl promoter (-35/+35) or the minimal Gnrhr promoter
(-136/-32) (see Fig. 2A and 4,5,14). Directional multimerization of the GATA-RE, D-LIRE and D-LIRE
Mut1-2-3 sequences was performed as previously described before insertion into the pGL3 vector (5,
Table 1). Expression vectors coding for ISL1, ISL2, ISL2-DelLIM, ISL2-DelHD were obtained from Dr.

Jacques Salbert, LHX3, LHX3b and KRAB-LHX3 from Pr. Simon Rhodes, GATA4 and GATAG from Dr
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Robert Vigier. LHX5 and LHX9 expression vectors were generated in the laboratory by inserting LHX5
and LHX9 cDNA into the pcDNA3 vector (Invitrogen). The LHX5 and LHX9 cDNAs were obtained from
Dr H Westphal and Dr Sylvie Rétaud, respectively.

Transfection assays

Mouse gonadotrope aT3-1 and LBT2 cells, generously provided by Dr. P. Mellon (La Jolla, CA), and
CHO cells were maintained in monolayer cultures as previously described (4). For transient
transfection assays, cells were transfected with LipofectAMINE2000 reagents (Life Technologies,
Gaithersburg, MD) as previously described for luciferase reporter constructs (4), except that
transfection mix was added to the cells prior to plating in 48- or 96-well plates. Where appropriate,
cells also received 10 ng expression vector/well or an equivalent amount of control pCMV[3 expression
vector (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA). Cells were harvested 48 h after transfection and
firefly and Renilla luciferase activities were evaluated (Promega).

Nuclear extracts and EMSA

Nuclear extracts were prepared from cells and used in EMSA as previously described (4). Briefly,
double-stranded rat and mouse D-LIRE oligonucleotides were designed to contain 5’-protruding ends.
They were then end labeled (5 fmol) by filling-in the recessed 3’-termini with Klenow fragment of
Escherichia coli DNA polymerase | using 50 uCi a[**P] dCTP (3000 Ci/mmol, Amersham Pharmacia
Biotech, Les Ulis, France), and purified with a Sephadex G50 fine column. Nuclear extracts (10 ug)
and polydIldC (1 ug) were incubated in binding buffer [20 mM HEPES, pH 7.9, 60 mM KCI, 60 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 300 mg/ml BSA, and 12% (vol/vol) glycerol] for 15 min at 4C. Thereafter, 20 000 to
50 000 cpm of oligonucleotide probe (about 10 fmol) were added with or without an excess of
unlabeled oligonucleotide, and incubation was continued at 20 C for 30 min. Protein DNA complexes
were resolved on a 5% nondenaturing polyacrylamide gel in Tris-borate-EDTA buffer. Gels were then
dried and subjected to autoradiography.

DNA Affinity Purification

DNA affinity purification was performed as previously described (5), with minor modifications. Briefly,
D-LIRE, D-LIRE Mut1-2-3 and SAP octamers were biotinylated and bound to magnetic beads
(Dynabeads M-280 streptavidin, Invitrogen, Dynal, Oslo, Norway). A P-LIRE-16x multimer was used in
parallel as a positive control. For each sequence, 150 ug activated beads were incubated with 675 ug

aT3-1 cells nuclear extracts at room temperature for 30 min with rotation. Poly(dI-dC) was added to
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the binding reaction as a nonspecific competitor. Beads were then washed and bound proteins were
eluted in 30 yl at RT for 15 min with rotation. Eluted samples were analyzed by Western blot, using 1.5
Ml (5%) or 5 pl (17%) of each eluate, as well as 33.75 ug (5%) of non-treated nuclear extracts.

Protein extracts and Western blot

Total protein extracts were prepared from aT3-1 and LBT2 cells. Confluent cells from 25 cm? culture
flasks were rinsed twice with PBS 1X, scrapped, harvested, centrifuged and the resulting pellet was
lysed in RIPA buffer. The lysate was passed 10 times in a syringe, incubated 1h at 4C and centrifuged
30 min, 4C, at 10 000 g. Proteins from supernatants (15 ug) were analyzed by Western blot as
previously described (15), using a primary antibody directed against GATAZ2 diluted at 1:200, and a
second goat antirabbit IgG peroxidase diluted at 1:5000. Eluate samples from DNA affinity purification
were analysed using anti-LHX3 or anti-SF1 antibody diluted at 1:500, and a goat antirabbit 1gG
peroxidase diluted at 1:1000. Immune complexes were visualized using the enhanced
chemiluminescence system (Amersham Biosciences, Saclay, France).

Immunocytochemistery

aT3-1 and LBT2 cells were plated on 8-well slide chambers. At 50% confluence, cells were rinsed with
PBS 1X and fixed in methanol for 10 min at 4 C. Immunocytochemistry was performed as previously
described (13). Rabbit polyclonal anti-GATA2 antibody was diluted at 1:50 and revealed with anti-
rabbit Alexa-568 conjugated secondary antibody. Both cell lines were submitted to rigorously identical
experimental procedures and exposure times (400 ms). To visualize nuclei, 4’, cis-diamidino-2-
phenylindol (DAPI) staining was used as a counterstain.

Chromatin immunoprecipitation

Chromatin immunoprecipitation was performed essentially as described in the Abcam X-ChIP protocol
with minor modifications. Briefly, cells were cross-linked with formaldehyde. To prepare nuclei, cells
from 100 mm culture dish were scrapped in 10 ml buffer containing 10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM
EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.25% triton X-100, incubated on ice for 10 min and centrifuged for 5 min at 500
g. Nuclei were resuspended into 20 ml buffer containing 10 mM HEPES pH 7.9, 200 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.01% triton X-100, incubated for 10 min and centrifuged as above. Nuclear
pellet was resuspended in 1 ml ChlIP lysis buffer and sonicated 4 times for 25 seconds at 90% setting
(Vibra-Cell Sonicator equipped with a microsonde). Subsequent steps were as described in the X-

ChIP protocol except that two additional washing steps with 250 mM LiCl and two others with 10 mM
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Tris (HCI) pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0 were performed. All washes were carried out using micro bio-
spin columns (Biorad).

RNA preparation, reverse transcription and polymerase chain reaction (RT-PCR)

Total RNA was isolated from aT3-1 and LBT2 cells using Tri Reagent (Sigma-Aldrich). First strand
cDNA was synthesized with Superscript Il reverse transcriptase (Invitrogen) using 1 ug RNA as
template. PCR amplifications were performed in a final volume of 50 ul, with 1 ul cDNA solution using
a C1000 thermal cycler (Biorad). The oligonucleotide primer sequences used were as indicated in
figure 5A. Real-time PCR was performed as previously described (16), using 1 ul (2%) of each
chromatin immunoprecipitation eluate (12 pl final volume) and 1 pl of 0.01x diluted input. Ratios were
calculated by applying the following calculation: R(%input)= 2*((Cpinput1i%-CPeluate)X 1/2 efficiency), with
standard-curve derived efficiencies obtained from LightCycler 480 software (Roche Diagnistics).
Statistical analysis

Data were analyzed by one-way ANOVA. If the F test was significant, then means were compared

using Tukey-Kramer’s method of multiple comparisons.

Results

A LIM-HD response element overlapped the 5°GnSE element.

We have previously demonstrated that the P-LIRE motif at the 3’end (-873/-852) of the distal enhancer
was responsive to LHX3 and ISL1 overexpressions in the gonadotrope aT3-1 cell line (5). However,
deletion of this motif only partially abrogated the LIM-HD factor-induced stimulation, suggesting that
further LIM-HD response elements (LIRE) were present within the rat Gnrhr promoter. As other
homeobox-containing factors, the LIM-HD proteins bind to consensus elements containing a core
TAAT motif. The rat Gnrhr promoter contains 33 TAAT motifs in the 1211 bp extending upstream of
the ATG start site of translation. This was significantly (p<0.001) higher than the 13 TAAT expected
from sequence composition, suggesting that some of them were functional elements in addition to
those previously characterized in the P-LIRE. As observed using transient transfection in aT3-1 cells,

none of 8 TAAT elements present in the proximal promoter extending between -475 and -32 were able
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to confer LIM-HD responsiveness in aT3-1 cells (Figure 1B). The presence of the distal sequence
extending beyond -475 and ending at -1135 was required. Consistent with these results, the distal
enhancer (GnSE) extending from -1135 to -753 and containing 16 TAAT motifs was able alone to
confer LIM-HD responsiveness when placed upstream of the minimal Prl promoter in both aT3-1 and
CHO cells contrasting with the inefficiency of proximal sequence (Figure 1C). Different fragments of
the GnSE were therefore placed upstream of a minimal promoter (promoter type 1 - see figure 2A) and
tested for their ability to respond to LIM-HD factors. We found here that an additional LIRE was indeed
located in the 5’part of the GnSE (Figure 2B). The construct containing the -1063/-948 enhancer
fragment (5°GnSE) was responsive to LIM-HD overexpression similarly as the 3'GnSE that included P-
LIRE. This contrasted with the absence of response observed with the -1135/-1028 and -1135/-987
enhancer fragments.

Surprisingly, this novel LIRE overlapped the previously identified element suspected to bind factors
related to the GATA family (4). Inspection of the sequence located between -994 and -960 revealed
the presence of three TAAT motifs and a motif corresponding to the WGATAR consensus sequence,
partially characterized in earlier study (4) (Figure 2C). We have previously shown that 10-bp mutations
overlapping either the second TAAT motif (-983/-974) or the third TAAT motif together with the GATA
consensus sequence led to approximately 50 to 60% decrease in enhancer activity in the context of
the 1.1 kb Gnrhr promoter (4). The respective importance of these motifs was here reinvestigated
using mutant double-stranded oligonucleotides placed upstream of a strong promoter containing two
copies of the proximal -275/-226 region of the Gnrhr promoter fused to the minimal Prl promoter in the
pGL3 luciferase reporter vector (promoter type 2 - see figure 2A). These constructs were tested by
transient transfection as above. Obviously, among the three TAAT, only the second and third motifs
appeared to be involved in promoter activity, as well as the GATA motif (Figure 2C). Indeed, mutations
affecting the 5’part of the sequence between -994 and -983 were ineffective (mut5, mut4, mut1). The
active sequence thus extended over 23 bp from -982 to -960. These results were well-correlated with
our previous study and added further insight into the functional role of the two TAAT motifs.
Furthermore, multimerization of the wild type sequence, until eight copies, led to proportional increase
in promoter activity (Figure 2D). In contrast, multimerization of the TAAT-mutated sequence was
ineffective. When transfected in non-gonadotrope CHO cells, wild D-LIRE multimers were ineffective,

demonstrating that D-LIRE activation only occurred in a gonadotrope cell context (data non shown).
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Specificity of LIM-HD combination.

To assess the specificity of the LIM-HD combination, several original as well as mutant forms of LIM-
HD factors were tested in presence of SF1 (Figure 3A). The corresponding expression vectors were
cotranfected with the pLuc1.1Gnrhr into aT3-1 cells and luciferase activity was monitored 48 h later.
ISL2 was as much efficient as ISL1 in combination with LHX3. Deletion of the LIM or HD domain of
ISL2 resulted in decreased efficiency, as expected. Similarly, the truncated isoform of LHX3, LHX3B,
was inefficient. Combinations involving LHX5 or LHX9 together with ISL1 were also ineffective for
stimulating promoter activity. Altogether, regarding the LIM-HD factor combination, these data
indicated that the 5’GnSE element possessed the same specificity as the P-LIRE (5).

To ascertain the involvement of LIM-HD factors, the LHX3/ISL1 combination was tested in the
heterologous CHO cell line using promoter containing multimerized sequences. The stimulation of
promoter activity, also less dramatic than in gonadotrope cells, was nevertheless proportional to the
number of multimerized sequences (Figure 3B). Finally, in the gonadotrope cells the strong activity
elicited by the promoters containing multimerized sequences was inhibited by co-transfection of a
dominant-negative derivative of the LHX3 protein containing a kruppel-associated box domain referred
to as KRAB-LHX3 (Figure 3C). Altogether, these data strongly suggested that the 5°GnSE was the
second LIRE element of the rat promoter and was thus thereafter referred to as distal LIRE (D-LIRE).
The mouse promoter contains a D-LIRE homolog.

Inspection of the mouse Gnrhr promoter revealed that a mouse homolog of the D- LIRE was present in
the distal region, in addition to the P-LIRE homolog located at -363/-342. This sequence displayed full
homology with the rat sequence within the active region (-953/-927 vs -986/-960, mouse vs rat,
respectively) (Figure 3D). As expected, the mouse sequence elicited strong cis-acting stimulation
when placed upstream of a minimal promoter and tested in a gonadotrope cell context using transient
transfection (not illustrated). The absence of the first TAAT in the mouse sequence did not alter the
cis-active efficiency as expected from data obtained with the rat mutant sequences. Rather, the mouse
sequence is even more efficient than its rat homolog (not illustrated).

EMSA and DNA affinity purification in aT3-1 cells.

The rat as well as the mouse D-LIRE were then analyzed by EMSA to evaluate their respective
binding capacities. The rat and mouse D-LIRE double-stranded oligonucleotides were radioactively

labeled and incubated with nuclear extracts from aT3-1 in presence or not of an excess of various
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unlabeled homologous or heterologous double-stranded oligonucleotides. In absence of unlabelled
competitor, 2 and 3 shifted complexes (referred to as SC1, SC2, and SC3) were observed with the
mouse and rat D-LIRE probe, respectively (Figure 4B). These complexes were gradually displaced by
increasing concentrations of the homologous unlabelled competitor demonstrating the specificity of
these complexes. A fourth, loosely defined complex was also observed depending on the experiment.
Accurate densitometric analysis suggested that this complex was at least partly nonspecific and,
accordingly, was not further considered. Heterologous competition implicating the rat labelled probe
and the unlabelled mouse competitor indicated that SC3 involved the first TAAT that was absent from
the mouse sequence. Heterologous competitions with D-LIREmut1 (first TAAT mutated) and D-LIRE
mut2-3 (second and third TAAT mutated) were consistent with this conclusion. Similarly, competitions
using the various mutant sequences (figure 4B) allowed the identification of the motif associated with
the formation of each complex. Competition by an excess of D-LIRE oligonucleotide deleted of the 5
bp corresponding to the GATA motif (Gamut) prevented the formation of SC1 with the mouse wild-type
probe and of SC1 and SC3 with the rat wild-type probe. Only SC2 formation was maintained,
indicating that the SC2 complex involved the GATA motif. These data were supported by results with
mutant labeled probes (Gamut, Mut2-3) (Data not illustrated). In conclusion, SC1 resulted from
interaction with the TAAT 2 and 3, SC2 from interaction with the GATA motif and SC3 from interaction
with the TAAT 1.

In attempt to identify the transcription factors involved in complex formation, we performed DNA affinity
chromatography on nuclear extracts from aT3-1 cells using as baits either biotinylated D-LIRE or D-
LIRE Mut1-2-3 octamers fused to one copy of the -275/-226 Gnrhr promoter sequence. In parallel, we
used a sixteen-mer P-LIRE and an octamer SAP sequence as positive and negative control,
respectively. Sequences were linked to magnetic streptavidin beads and incubated with aT3-1 nuclear
extracts. After incubation, bound proteins were eluted and analysed by Western blot. As illustrated
(Figure 4C), anti-LHX3 antibody reacted with a single protein species present in eluate originating from
the D-LIRE probe. Same results were obtained with the P-LIRE probe, strongly suggesting that D-
LIRE bound LHX3. In contrast, the D-LIRE probe carrying the three mutated TAAT motifs did not
retain any protein immunologically related to LHX3, indicating that the TAAT motifs were specifically
required for physical interaction between D-LIRE and LHX3 (Figure 4C). Similar experiments were

performed using anti-ISL1 antibody (not illustrated). Under these conditions, analysis of the eluate
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from the D-LIRE probe led to extremely weak signal after ISL1 immunostaining. In contrast and in
agreement with our previous report (5), eluate from P-LIRE obviously contained ISL1. No positive
signal was detected with eluate from the mutated D-LIRE sequence. The -275/-226 promoter
sequence that is included within the mutated and wild-type D-LIRE baits encompasses the SF1
response element and was used as an internal control. As expected, experiments carried with anti-
SF1 antibody resulted in unambiguous signals not only with wild-type probe but also with the mutated
D-LIRE probe, indicating that TAAT mutations did not alter the binding capacity and specificity of the
bait. Finally, signal was detected neither with antibody directed against EGR1, an unrelated
transcription factor, nor with the negative control sequence (-260/-246) referred to as SAP, whatever
the antibody tested.

Interestingly, the P-LIRE bait that did not contain any sequence related to SF1 response element, in
contrast with wild-type and mutated D-LIRE probe, bound SF1. These results were consistent with
functional data demonstrating that SF1 operated synergistically with LIM-HD proteins recruited at the
P-LIRE (5). Experiments implicating D-LIRE were suggesting that similar phenomenon occurred
between SF1 and LIM-HD proteins recruited at the D-LIRE. To ascertain this hypothesis, we designed
co-transfection experiments with a simple artificial promoter containing or not D-LIRE sequence
upstream of two SF1 response element (-245/-237) fused to the minimal Prl promoter in the pGL3
vector. When co-transfected with ISL1 and LHX3 in aT3-1 cells, the luciferase activity of promoter
including D-LIRE sequence, here the 5°GnSE, was minimally stimulated (1.8-fold over control) (Figure
4D). Similarly, SF1 alone stimulated luciferase activity 5.9-fold over control. In contrast, synergistic
stimulation was observed when SF1 was co-transfected together with the LIM-HD proteins (15.2-fold
over control). Already, the D-LIRE behave as the P-LIRE suggesting that these two parts of the GnSE
operated through similar mechanisms.

GATA factors inhibit D-LIRE and Gnrhr promoter activities in aT3-1 cells.

We consistently observed along the present study the dramatic ability of an heterologous consensus
GATA sequence to displace SC2 in EMSA studies (not illustrated), thus reinforcing our previous
observations (4). To assess whether this motif might confer any functional activity, we tested the
transactivating ability of GATA factors on D-LIRE. To this aim, a vector consisting of 4 GATA response
elements (GATA-RE) fused to the proximal Prl promoter was designed and used as a positive control.

The wild type D-LIRE and the TAAT mutant derivative were then tested in co-tranfection assays with
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vectors expressing GATA2, GATA3, GATA4 and GATAG in the non-gonadotrope CHO cells. These
GATA factors were chosen because they may be expressed in gonadotrope cells as suggested from
RT-PCR analysis performed on total RNA purified from aT3-1 cells (Figure 5A) in agreement with data
from others (17). As expected, co-transfection of the four GATA expression vectors resulted in
stimulation of the positive control vector carrying the 4 GATA-RE whereas the minimal PRL promoter
remained unstimulated (Figure 5B, upper panel). The stimulation was systematically greater with
GATA4 and 6 than with GATA2 and 3 expression vectors. Regarding the D-LIRE, surprising results
were obtained. Only the mutant form with all 3 TAAT mutated behave as a GATA responsive vector
(Figure 5B, lower panel). By contrast, the wild-type sequence was repressed following overexpression
of GATA2, GATA3 and GATA4 and weakly stimulated by GATAG6. These data suggested that GATA
factors were not involved in D-LIRE activation. Similar results were obtained in co-transfection assays
using the wild type 1.1 kb promoter where overexpression of GATA2, 3 and 6 strongly inhibited
promoter activity whereas GATA4 was less efficient (Figure 5C). The 3.3 kb promoter displayed
analogous responses, indicating that the additional GATA motifs located far upstream did not play a
major role in mediating GATA repressive effects. Therefore SC2 might be a GATA-dependent
inhibitory complex.

Chromatin conformation within the mouse promoter in aT3-1 cells.

We then performed ChIP assay on the mouse promoter in aT3-1 cells. Indeed, due to its clonal origin,
this gonadotrope cell line provides a homogeneous cell population. Furthermore, D-LIRE in the mouse
promoter is localized at approximately 600 bp from P-LIRE, a minimal distance to distinguish binding
events occurring on two distinct motifs. In contrast, in the rat promoter, these two motifs are localized
in the distal GNSE at only 60 bp from each other and thus cannot be discriminated in classical ChIP
assays. To evaluate chromatin conformation in the vicinity of the P- and D-LIRE, two chromatin marks
of gene activity were exploited: trimethylation of lysine 4 of histone H3 (triMeK4-H3) and trimethylation
of lys 27 of histone H3 (triMeK27-H3) as mark of gene activity and gene inactivity, respectively. The
ratio of these two marks at the P- and D-LIRE were compared with those observed at the start sites of
transcription (high gene activity) and at 8 kb upstream (low gene activity) (Figure 6A), using antibodies
directed against triMeK4-H3 and triMeK27-H3 for immunoprecipitating the cross-linked chromatin.
Each promoter region, approximately 200 bp, was then amplified using specifically designed primers.

Obviously, the ratio between triMeK4-H3- and triMeK27-H3-immunoprecipitated DNA observed in the
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vicinity of the P- and D-LIRE was equivalent to that observed at the start site of transcription with a
large excess of triMeK4-H3-immunoprecipitated DNA (Figure 6B). In contrast, at 10 kb upstream, the
ratio was different and close to 1, with an equal amount of the two marks (Figure 6A). From these
data, we might conclude that P- and D-LIRE were in an active chromatin domain. Immunoprecipitation
was performed in parallel with antibodies directed against LHX3 and ISL1. Chromatin
immunoprecipitated by antibodies directed against LHX3 or ISL1 generated DNA fragments that were
amplified by primers that targeted the P-LIRE. This demonstrated that not only LHX3, as documented
by others (10), but also ISL1 were recruited at the P-LIRE on the mouse promoter, corroborating our
previous data regarding the rat P-LIRE homolog. Also, the mouse D-LIRE recruited the LIM-HD
proteins LHX3 as well as ISL1. However the signal intensity was less obvious than that observed at
the P-LIRE. Finally, chromatin immunoprecipitation was performed using antibody against GATA2 and
GATA3. No promoter region was amplified under these conditions (data not shown). However, data
from the literature were indicating that GATA2 is less abundant in aT3-1 cells than in the other
gonadotrope mouse cell line LBT2 (18). Absence of chromatin immunoprecipitation by anti-GATA
antibodies could thus result from law levels of GATA factors. We then switched from aT3-1 to LBT2
cell line to address this question.

GATAZ2 expression and in vivo interaction with the Gnrhr promoter in LBT2 cells.

In a first step, immunocytochemistry was performed using anti-GATA2 antibody on both cell lines
under rigorously identical conditions, notably fluorescence exposure times (Figure 7A). Strong GATA2
immunoreactivity was visible in LBT2 cells, mainly located in the cell nuclei as demonstrated by
merging with DAPI counterstaining. In contrast, only weak cytosolic signal was observed in aT3-1
cells, indicating that greater amounts of GATA2 were expressed in LBT2 than in aT3-1 cells. In
parallel, western blot assays using total cell extracts from LBT2 and aT3-1 cells were performed,
followed by immunostaining using anti-GATAZ2 antibody. Strong signal was detected corresponding to
a 55 K protein in LBT2 cells with an additional partner migrating at 48 K. This was closed to the
theoretical 50 K molecular weight of GATA2 (Figure 7B). These signals were considerably attenuated
in extracts from aT3-1 cells.

We thus wondered whether GATA factors would be able to modulate Gnrhr promoter activity in LBTZ2.
Co-transfection of GATA expression vectors resulted in inhibitory effects comparable to those obtained

in aT3-1 cells either on 1.1 or 3.3 kb Gnrhr promoter activities (Figure 7C). However, these inhibitory
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effects were attenuated as compared to those observed in aT3-1 cells, most likely due to the high
preexisting levels of GATAZ2 factor in these cells.

Finally, ChIP assays were performed using LBT2 cells (Figure 7D). In addition to anti-triMeK4-H3 and
anti-triMeK27-H3 antibodies, which led to similar results as in aT3-1, antibody directed against an
active form of RNA-polymerase-Il (Pol-1l) was used. As expected, the transcription start site (TSS)
promoter region was highly precipitated by anti-Pol-ll antibodies. The D-LIRE region was also
immunoprecipitated, but the signal intensity obtained by semi-quantitative PCR was weaker than in
TSS region (Figure 9D). These data were confirmed by quantitative real-time PCR, revealing a 5-fold
enrichment of TSS region DNA over D-LIRE region after anti-Pol-Il immunoprecipitation. This indicated
that under the ChIP conditions used in this study, namely chromatin shearing, the D-LIRE might be
discriminated from the P-LIRE region that is localized 600 bp downstream in mouse promoter.
Immunoprecipitation with anti-LHX3 antibodies revealed recruitment of LIM-HD factor not only around
the TSS but also at the D-LIRE, corroborating the in vitro data obtained by DNA affinity
chromatography. Similarly, ISL1 was recruited at the proximal (TSS) as well as at the distal (D-LIRE)
Gnrhr promoter domain in LBT2 cells, however with low efficiency as compared to LHX3. These data
were corroborated by quantitative real time PCR. Most importantly, and contrasting to data obtained
using aT3-1 cells, GATA2, but not GATA3, was apparently recruited at both promoter domains,
strongly suggesting that GATA2 interacted with D-LIRE together with LHX3 et ISL1. Consensus
TGATAA motif next to the mouse TSS, not conserved in rat promoter, was likely implicated in the in

vivo binding of GATAZ2 to the mouse proximal promoter domain.

Discussion

We here show that the LIM-HD proteins play crucial role in the gonadotrope-specific expression of the
rat and, most probably, the mouse Gnrhr by interacting with two response elements, the P-LIRE
characterized in our previous study as well as by others, and the D-LIRE, the new element identified in
the present study. Three distinct motifs were identified in D-LIRE, two TAAT (motifs 2 and 3 at -978/-
975 and -971/-968) located in the vicinity of one WGATAR motif (-966/-961) suggesting that more than
one transcription factor targets this regulatory element. These motifs were functionally characterized in
transient transfection assays, and physical interactions with nuclear factors were supported by EMSA

results. The identity of the transcription factors implicated was partially characterized by co-
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transfection with expression vectors for GATA, ISL1, LHX3 and dominant negative form of LHX3
factors, in vitro by DNA affinity chromatography and in vivo by ChIP assays. Furthermore, as already
observed on the P-LIRE, SF1 and LIM-HD proteins act in synergy to enhance D-LIRE activity. This
partnership, which involves physical interactions, may trigger the cooperation observed between the
proximal region of the rat Gnrhr promoter and the distal GnSE (4,5).

A set of assumptions indicates that LHX3 and GATAZ2 are interacting with the D-LIRE, mediating most
probably opposite effects, stimulatory and inhibitory, respectively. Data concerning the involvement of
ISL1 in D-LIRE transactivation are less convincing, essentially regarding those obtained by ChIP
assay. Nonetheless, the most unexpected and surprising result concerns the inhibitory effect
apparently mediated by GATAZ2. In contrast, the gene encoding the glycoprotein hormone a-subunit
(Cga) has been previously identified as a target stimulated by GATA factors in aT3-1 cells. This was
established notably by transfection assays revealing GATAZ2/3-induced stimulation of wild-type
construct correlated with blockage by targeted mutation of the WGATAR motif (17). Our present
conclusion is founded on co-transfection experiments that may lead to GATA2 overexpression in
transfected cells. Whether this may disrupt subtle equilibrium between GATA2 and LIM-HD proteins,
switching from a stimulatory to an inhibitory complex could not be excluded. In support for such a
hypothesis are data obtained with mutated constructs bearing deleted GATA motifs. Theses construct
were significantly less active than wild-type counterparts, indicating that the GATA motif is required for
full stimulatory activity of D-LIRE.

Nevertheless, the alternate hypothesis implicating a GATA-dependent inhibition of Gnrhr expression
deserves to be considered. Indeed, the inhibitory effect mediated by GATA2 or 3 in LBT2 cells, that
express high endogenous levels of GATAZ2, is less marked than in aT3-1 cells, that express low levels
of GATA2. The GATA-specific complex consistently observed in EMSA during this study (data not
shown) as well as in our previous study, if significant, may therefore belong to a repressor rather than
to an activator complex. The same conclusion may be drawn for interpreting results obtained in ChIP
assays. This GATA-dependent inhibitory effect might be mediated by GATA motifs located in the distal
part of the promoter namely the -966/961 motif within the D-LIRE. In favor of such a hypothesis is the
decrease in the GATA-induced inhibitory effect observed with GATA mutated promoters (unpublished
data). Inspection of the -1135/-32 promoter sequence reveals two additional GATA motifs at -634/-629

(TGATAA) and at -900/-894 (TGATAG), and we cannot exclude their involvement in the GATA-
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dependent inhibition of rat Gnrhr promoter activity. Furthermore, beyond -1135, additional GATA
motifs were detected, namely a 52 bp DNA consisting of 13 tandem GATA motifs in a head to tail
orientation. A similar motif involving seven tandem GATA repeats, located in the locus control region
of human B-globin gene exhibits silencer activity in erythroid cells, most probably by interacting with
GATA1 (19). This is rather consistent with our data.

Taking into account the close proximity of GATA and TAAT motifs in the D-LIRE, GATA-induced
inhibition of promoter activity may be mediated through steric hindrance, overexpressed GATA factors
preventing access of LIM-HD proteins to their core TAAT motifs in cotransfection experiments.
Conversely, under natural expressing conditions, LIM-HD proteins may prevent the access of GATA
factors to GATA motif. However, in CHO cells, D-LIRE was inactive without cotransfected LHX3/ISL1
expression vectors, indicating that they do not express these LIM-HD proteins. Despite the absence
ISL1 and LHX3, GATA factors did not activate D-LIRE unless the TAAT motifs were mutated. This
means either that (an) unknown factor(s) operative in both aT3-1 and CHO cell interact(s) with the
TAAT motifs and prevent(s) the stimulatory effect of GATA factors by steric hindrance, or that the D-
LIRE sequence by itself, due to TAAT motifs, is inappropriate to mediate GATA transactivation.
Whatever the actual situation, the impact of TAAT motifs on GATA transacting capacity appears to be
dominant.

The role of GATA factors, together with LIM-HD proteins, might be to modulate gonadotrope function
through transcriptional regulation of the Gnrhr and subsequent regulation of the number of receptors
at the cell surface once Gnrhr starts to be expressed. However, GATA2 is regulated by BMP2/4
signaling during pituitary ontogenesis and, thus is dependent on transitory morphogenetic gradients
(6). Its expression is maintained in the adult animal, mainly in the gonadotrope and thyreotrope
lineages, by yet unknown mechanisms. In that respect, comparison between aT3-1 and LBT2 cells
may shed light on such potential mechanisms. The aT3-1 cells express earlier marker genes of the
gonadotrope lineage, the Cga detected at E11.5, Gnrhr detected at E13.5 and Sfl detected at E14.5
(13,20,21,22). The LBT2 cell line further expresses late marker genes, namely the beta subunit of LH
(Lhb), detected at E16.5, and FSH, detected at E17.5 (21,23,24). These data together with the way
whereby these cell lines have been generated - by targeted oncogenesis using the promoter of Cga
and Lhb, respectively- strongly suggest that the aT3-1 cell line may be representative of the

gonadotrope lineage at a developmental stage between E14 and E16.5, and beyond E17.5 regarding
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the LBT2 cell line. This suggests that after an initial rise due to BMP signaling, the level of GATA2 is
decreased, as observed in aT3-1 cells and thereafter increases through novel signaling events that
have taken place in LBT2 cell line.

In conclusion, we have identified, in the rat Gnrhr promoter, a novel response element for LIM-HD
proteins which could also be a target for other factors including GATA factors. These factors appear to
exert antagonistic effects, by yet unresolved mechanisms which may depend on the developmental
stage and cell differentiation state. This situation illustrates the complexity of the processes that

govern cell-specific gene expression.

89



LIM-HD and GATA factors interactions on the Gnrhr promoter - 19

Figure legend

Figure 1: The distal rat Gnrhr promoter enhancer (GnSE) sequence confers full LIM-HD
responsiveness.

A, schematic representation of the 1.1 kb rat Gnrhr promoter illustrating the location of response
elements and related transcription factors characterized in previous studies. The SAP element binds a
yet uncharacterized factor, different from SF1. B, Rat Gnrhr promoter luciferase fusion constructs with
gradual 5' deletions from -1135 to -180 were transiently transfected into aT3-1 cells, and co-
transfected with expression vectors encoding for LHX3a and ISL1 (10 ng each per well of a 48-well
plate) or equivalent amounts of the pcDNA3 empty vector (control). Luciferase activities were
measured 48 hours later as indicated in Materials and Methods and expressed as fold stimulation over
minimal Prl promoter activity. C, Distal enhancer (-1135/-753) promoter fragment or proximal -275/-
226 region containing the SAP and SF1 response elements were inserted into the pGL3 plasmid
vector 5' upstream of the minimal Prl promoter directing Luciferase expression and co-transfected with
LHX3 and ISL1 expression vector or equivalent amounts of pcDNA3 empty vector in aT3-1 and CHO
cells as described above. Luciferase activity was measured and expressed as fold stimulation over
minimal Prl promoter activity. In B and C, results are the mean + SD of at least three independent

experiments performed in triplicate. ***p< 0.001.

Figure 2: An additional LIM-HD response element is located within the 5'GnSE between -982
and -960.

A, Structure of the core promoters used in the present study. The type 1 core promoter contains 2 SF1
motifs whereas the type 2 promoter contains two SAP/SF1 response elements from the rat Gnrhr
promoter. They are both associated to the minimal Prl promoter (PRLmin). The type 3 core promoter
contains only one SAP/SF1 module associated to a minimal rat Gnrhr promoter extending from -136 to
-32 (GnRHRmin). It thus contains not only the transcription start sites but also the CRE (TGACGTTT).
These promoters were used to introduce minimal interferences (by reducing the number of known and
unknown response elements) on the activity of the promoter fragment tested while keeping sufficient
promoter activity.B, 5' and 3' deleted GnSE fragments were fused to the type 1 core promoter inserted
5' upstream of the Luciferase reporter gene in the pGL3 plasmid vector and tested by transient

transfection in aT3-1 cells as described in figure 1 legend. C, double-strand oligonucleotides
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corresponding to the -994/-960 promoter sequence and carrying the indicated mutations
(boxed/reversed) within the potential active TAAT and GATA motifs or outside (mutant 5) were
designed, synthesized, and fused to type 2 core promoter. The efficiency of single and combined
mutations was evaluated by transient transfection in aT3-1 cells as described in figure 1 legend. D,
Multimerisation of the D-LIRE sequence leads to proportional increase in promoter activity. D-LIRE (-
994/-960) and D-LIRE mutated on the 3 TAAT motifs (Mut1-2-3) were multimerised and inserted 5'
upstream of the type 3 core promoter into the pGL3 vector. Constructs containing 1 to 8 copies of
each sequence were then tested by transient transfection in aT3-1 cells as described in figure 1

legend.

Figure 3 : D-LIRE is specifically activated by LHX3 and ISL1

All transfections (A, B, C) were performed as described in figure 1 legend. A, To evaluate D-LIRE
specificity, several combinations of LIM homeodomain proteins or mutated variants expression vectors
were co-transfected, together with SF1 expression vector, in aT3-1 cells with luciferase construct
directed by the 5’GnSE placed upstream of the type 1 promoter (see Figure 2A). LHX3a: active form of
LHX3. ISL2 delLIM: ISL2 deleted from the LIM domains. ISL2 delHD: ISL2 deleted from the
homeodomain. LHX3b: a natural variant of LHX3 that differs from LHX3a by distinct amino termini. It
was shown to be inactive on the promoter of the alpha gonadotropin subunit, a well-known target of
LHX3, and also poorly active on TSH beta promoter (25). Luciferase activity was measured and
expressed as percent of the promoter activity obtained after co-transfection with LHX3a and ISL1
expression vector. Results are the mean £ SD of at least three independent experiments performed in
triplicate. ***p< 0.001; **p< 0.01; *p< 0.05; ns, not significant. B, Various constructs containing either
D-LIRE or Mut1-2-3 multimers (see figure 4A for monomer sequences) were co-transfected with LHX3
and ISL1 expression vectors or equivalent amounts of pcDNA3 empty vector in CHO cells. C, D-LIRE
multimer-directed luciferase constructs were co-transfected in aT3-1 cells with a dominant-negative of
LHX3, KRAB-LHX3, or equivalent amount of empty pcDNA3 vector (control). Results are the mean +
SD of at least three independent experiments performed in triplicate. D, Structural conservation of the
LIM-HD response elements in the rat and mouse Gnrhr promoters. The two promoter sequences were
aligned wusing the ClustalW2 program provided by the European Bioinformatic Institute

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Numbering of both promoters is starting at the ATG
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translation start codon, the adenine being considered at position +1. The P-LIRE is relocated in the
proximal part of the mouse promoter in the antisens strand (-). In contrast, the D-LIRE sequence is in

a distal position in both promoters.

Figure 4: D-LIRE interacts with LHX3 in aT3-1 cells

A, Oligonucleotide sequences used in luciferase constructs, EMSA and DNA affinity chromatography
assays. In D-LIRE, the TAAT and GATA motifs are highlighted in gray. B, EMSA experiments were
performed on aT3-1 nuclear extracts (NE) as described in Materials and Methods. All mutant
competitor oligonucleotides (see figure 4A for sequences) were used at 500-fold excess. Shifted
complexes (SC) are indicated by arrows. C, Binding capacities of D-LIRE sequence were assessed by
incubating aT3-1 nuclear extracts with biotinylated D-LIRE, Mut1-2-3 or SAP (control) octamers or P-
LIRE 16-mer linked to streptavidin magnetic beads. Proteins specifically bound to each sequence
were eluted in a 30 ul volume. Ten percent of the aT3-1 nuclear extracts used in the binding reaction
and increasing amounts (1.5 and 5ul) of eluted samples were resolved on 12% SDS-PAGE and
analyzed by Western blot using anti-LHX3, anti-SF1 and anti-EGR1 antibodies. The migration of three
ladder bands is indicated (38, 54 and 99 K). D, A construct containing or not the 5°GnSE placed
upstream to the type 1 promoter (see figure 2A) was co-transfected with LHX3, ISL1 and/or SF1

expression vectors in aT3-1 cells as described in figure 1 legend.

Figure 5: GATA factors inhibit D-LIRE and Gnrhr promoter activities in aT3-1 cells

A, Expression study of GATA factors by RT-PCR in aT3-1 cells. Primer sequences used are indicated
with sizes of the amplified products in parenthesis. B, GATA2, 3, 4 and 6 expression vectors were co-
transfected in CHO cells with a luciferase construct directed by: Upper panel, PRLmin promoter or 4
GATA response elements (GATA-RE) fused to the PRLmin promoter. Lower panel: D-LIRE or Mut1-2-
3 tetramers placed upstream of the (SAP/SF)-GnRHRmin promoter (see figure 2A). C, GATA
expression vectors were co-transfected in aT3-1 cells with 1.1 or 3.3 kb Gnrhr promoter directing the

luciferase reporter gene in the pGL3 vector.
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Figure 6 : Chromatin immunoprecipitation assay in aT3-1 cells

Chromatin immunoprecipitation was performed in aT3-1 cells using antibodies directed against
GATA2, GATA3, LHXS, ISL1, ISL2, trimethylation of lysine 4 (triMeK4) and trimethylation of lys 27
(triMeK27) of histone H3. Semi-quantitative PCR was conducted by successive loadings of each PCR
product after an increasing number of amplification cycles. A, PCR amplification at transcription start
site (TSS) and at 8 kb upstream. B, PCR amplification of the two regions encompassing the P-LIRE

and D-LIRE.

Figure 7 : High GATA2 expression, inhibitory effect and in vivo binding on Gnrhr promoter in
LBT2 cells

A, Anti-GATA2 immunocytochemistry was performed on methanol-fixed aT3-1 and LBT2 cells. Both
cell lines were submitted to identical exposure times (400 ms), allowing comparison between GATA2
expression levels. B, Anti-GATA2 Western blot was conducted on aT3-1 and LBT2 protein extracts.
The migration of two ladder bands is indicated (35 and 55 K). C, GATA2, 3, 4 and 6 expression
vectors were co-transfected in LBT2 cells with 1.1 or 3.3 kb Gnrhr promoter directing the luciferase
reporter gene in the pGL3 vector. D, Chromatin immunoprecipitation was conducted in LBT2 cells
using antibodies directed against GATA2, GATAS3, active phosphorylated form of polymerase-Il (Pol-
1), LHX3, ISL1, ISL2, trimethylation of lysine 4 (triMeK4) and trimethylation of lys 27 (triMeK27) of
histone H3. Classical PCR amplification and real-time Q-PCR were performed by targeting the TSS

and D-LIRE regions (for primer sequences, see Figure 6A).
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Table 1 — Oligonucleotides used for initiating the multimerization of GATA-RE, D-LIRE and D-LIREmut

GATA-RE sense 5" -CTAGACTTGATAACACAAAGTGATAACTGCTAGC-3*

GATA-RE antisense 5" -TCGAGCTAGCAGTTATCACTTTGTGTTATCAAGT-3"

D-LIRE sense 5" -CTAGATGTGATGAAAGCAAAGTAATTGGTAATCTGATAACGCTAGC-3*
D-LIRE antisense 5" -TCGAGCTAGCGTTATCAGATTACCAATTACTTTGCTTTCATCACAT-3"
D-LIREmut sense 5" -CTAGATATTCTGGAAGCAAAGTCTTTGGAATTCTGATAACGCTAGC-3*

D-LIREmut antisense 5"-TCGAGCTAGCGTTATCAGAATTCCAAAGACTTTGCTTCCAGAATAT-3*
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2. Article 2: GnRH receptor gene expression in the developing rat
hippocampus: transcriptional regulation and potential roles in neuronal
plasticity.

Endocrinology (2011) 152:568-580

Schang AL, Ng6-Muller V, Bleux C, Granger A, Chenut MC, Loudes C, Magre S, Counis

R, Cohen-Tannoudji J, Laverriére JN

Parmi les sites d’expression extra-hypophysaires du RGnRH, I'hippocampe constitue I'un des
sites les plus étudiés et les mieux caractérisés (voir § lll/ 3.3.2). Au laboratoire, les premiéres
observations réalisées chez les souris Rgnrh-hPLAP adultes ont permis de mettre en évidence une
expression du transgéne dans l'hippocampe, démontrant que le promoteur de 3,3 kb de rat est
capable de diriger I'expression du géne rapporteur dans plusieurs sites d’expression naturels du
RGnRH (Granger et al., 2006). Dans cette étude, nous avons mis a profit les avantages de ce modéle
pour étudier en détail certaines caractéristiques de I'expression du RGnRH hippocampique. En
particulier, nous nous sommes intéressés a la période du développement postnatal, cruciale dans le
cerveau, pendant laquelle se mettent notamment en place certaines projections réciproques entre
I'hippocampe et le septum (Linke et al., 1995, Martinez et Soriano, 2005). Pour la premiére fois, nous
avons étudié la cinétique d’expression du Rgnrh au cours du développement postnatal dans
I'hippocampe de rat, et avons observé une apparition puis une augmentation de I'expression du
transcrit, particulierement élevée pendant les deux premiéres semaines postnatales. Cette donnée
importante suggere un réle de la GnRH dans le processus de maturation cérébrale néonatale. De
fagon intéressante, nous avons pu corréler cette observation avec la cinétique expression du
transgéne dans l'hippocampe des souris Rgnrh-hPLAP, nous autorisant a pousser plus loin nos
investigations en utilisant ce modéle. Grace a la sensibilité et a la haute résolution de détection du
transgéne, nous avons ainsi pu établir une continuité de I'expression du transgéne entre I'hippocampe
et le septum latéral, mais également localiser I'activité promotrice du Rgnrh dans une sous-population

de neurones hippocampiques a la fois in situ sur coupes de cerveau et in vitro sur cultures dissociées.

Deux questions principales ont dirigé la suite des recherches : Comment I'expression du
Rgnrh est-elle régulée ? Quelles sont les fonctions du récepteur hippocampique ? Concernant le
premier point, nous avons entamé I'étude des mécanismes régulant I'expression du Rgnrh dans
I'hippocampe et avons ainsi observé d’importantes différences entre le code transcriptionnel en jeu
dans I'expression gonadotrope de ce géne et celui impliqué dans les cellules hippocampiques. L’'une
des particularités de cette expression réside dans sa cinétique radicalement différente de I'expression
dans I'hypophyse, ou l'activité du transgéne Rgnrh-hPLAP est détectée dés E13,5 (Granger et al.,
2004). Une approche de transfection transitoire dans des cultures primaires d’hippocampes de rat a
permis d’émettre I'hypothése de I'existence de mécanismes réprimant I'expression du Rgnrh chez

I'embryon, auxquels pourrait participer le facteur REST. Cependant, la question majeure réside dans
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le réle que pourrait jouer le RGnNRH dans I'hippocampe. Dans cette optique, nos travaux ont permis
d’observer un role modulateur de la GnRH sur I'expression de plusieurs génes marqueurs de la
plasticité synaptique. Ces résultats sont en accord avec une étude récente démontrant I'implication du
RGnRH hippocampique dans la plasticité synaptique via la modulation de la synthése locale
d’cestradiol (voir § 111 / 3.2.2 ; Prange-Kiel et al., 2008).

Actuellement, de nouvelles informations s’accumulent rapidement concernant I'expression des
enzymes de la stéroidogenése ou encore de la LH et de son récepteur dans le cerveau, et plus
particulierement dans I'hippocampe. De nombreuses études sont focalisées sur la période du
vieillissement et concernent essentiellement les mécanismes qui sous-tendent le développement de la
maladie d’Alzheimer, compte tenu de I'intérét thérapeutique majeur que représente la compréhension
de cette pathologie. Dans ce contexte, il serait intéressant d’établir le statut d’expression du RGnRH
dans I'hippocampe agé, et d’évaluer ses implications éventuelles dans les processus physiologiques
et/ou pathologiques de vieillissement cérébral. Tous les aspects relatifs a I'étude de I'expression

hippocampique du Rgnrh sont développés dans le § 2.1 de la partie « VI-Discussion ».

107



Endocrinology. First published ahead of print December 1, 2010 as doi:10.1210/en.2010-0840

NEUROENDOCRINOLOGY

GnRH Receptor Gene Expression in the Developing
Rat Hippocampus: Transcriptional Regulation and
Potential Roles in Neuronal Plasticity

Anne-Laure Schang, Valérie Ngo-Muller, Christian Bleux, Anne Granger,
Marie-Claude Chenut, Catherine Loudes, Solange Magre, Raymond Counis,
Joélle Cohen-Tannoudji, and Jean-Noél Laverriere

Université Paris-Diderot Paris 7, Equipe d'Accueil Conventionnée Centre National de la Recherche
Scientifique 4413, Biologie Fonctionnelle et Adaptative, Physiologie de I'’Axe Gonadotrope, Batiment
Buffon, case courrier 7007, 75205 Paris cedex 13, France

In the pituitary of mammals, the GnRH receptor (GnRHR) plays a primary role in the control of
reproductive function. It is further expressed in the hippocampus, where its function, however, is
not well defined. By quantitative RT-PCR analyses, we demonstrate herein that the onset of GhRHR
gene (Gnrhr) expression in the rat hippocampus was unexpectedly delayed as compared to the
pituitary and only occurred after birth. Using a previously described transgenic mouse model bearing
the human placental alkaline phosphatase reporter gene under the control of the rat Gnrhr promoter,
we established a positive correlation between the temporal pattern of Gnrhr mRNA levels and pro-
moter activity in the hippocampal formation. The gradual appearance of human placental alkaline
phosphatase transgene expression occurred simultaneously in the hippocampus and interconnected
structures such as the lateral septum and the amygdala, coinciding with the establishment of hip-
pocampo-septal projections. Analysis of transcription factors together with transient transfection
assays in hippocampal neuronsindicated that the combinatorial code governing the hippocampus-
specificexpression of the Gnrhris distinct from the pituitary, likely involving transactivating factors
such as NUR77, cyclic AMP response element binding protein, and Finkel-Biskis-Jinkins murine
osteosarcoma virus oncogene homolog. A silencing transcription factor acting via the -3255/-1135
promoter region of the Gnrhr may be responsible for the transcriptional repression observed
around birth. Finally, GnRH directly stimulated via activation of its receptor the expression of
several marker genes of neuronal plasticity such as Egr1, synaptophysin, and spinophilin in hip-
pocampal primary cultures, suggesting a role for GnRHR in neuronal plasticity. Further character-
ization of these mechanisms may help unravelimportant functions of GhnRH/GnRHR signaling in the
brain. (Endocrinology 152: 0000-0000, 2011)

iverse forms of GnRH are present in a wide range of

metazoans from mollusks to primates and play pre-
dominant roles in the control of reproductive function. In
mammals, hypothalamic type 1 GnRH acts on the pitu-
itary by interacting with its receptor (GnRHR) present at
the surface of gonadotrope cells. Activation of GnRHR
leads to increased synthesis and release of the gonadotro-
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pins LH and FSH which, in turn, promote folliculogenesis,
ovulation, spermatogenesis, and steroidogenesis (1). Be-
sides, several studies have shown that the GnRHR gene
(Gnrbr) is further expressed in the gonads (2—4) as well as
in several other tissues including the spinal cord, endome-
trium, human placenta, lymphocytes, breast, and prostate
(5-8). However, the most documented site of Gnrhr ex-

Abbreviations: AP-1, Activator protein 1; CREB, cyclic AMP response element binding
protein; CSF, cerebrospinal fluid; DAPI, 4’, cis-diamidino-2-phenylindol; E, embryonic
day; FOS, Finkel-Biskis-Jinkins murine osteosarcoma virus oncogene homolog; GFAP,
glial fibrillary acidic protein; GnRHR, GnRH receptor; GRAS, GnRHR activating se-
quence; hPLAP, human placental alkaline phosphatase reporter gene; OTX1 (or 2),
Drosophila orthodenticle homolog 1 (or 2); P, postnatal day; REST, (RE1-silencing
transcription factor; SF-1, steroidogenic factor 1.

endo.endojournals.org 1

Copyright (C) 2010 by The Endocrine Society

108



2 Schang et al. Gnrhr Expression in the Hippocampus

pression outside the pituitary is undoubtedly the brain and
more precisely the hippocampus and other related limbic
structures such as the amygdala. The presence of GnRHR
in the brain has indeed been reported by different inves-
tigators using complementary approaches, namely in situ
hybridization and ligand binding assays (9-11).

Proper regulation of the reproductive function closely
depends on a correct targeting of GnRHR expression in
the gonadotrope cells among the six endocrine cell-types
that constitute the anterior pituitary. To gain further in-
sights into the mechanisms regulating Gnrhr expression,
several models of transgenic mice expressing Gnrbr pro-
moter of different species have been developed (12-14).
Given our interest in the regulation of rat reproductive
function, we have created a transgenic mouse model that
expresses the human placental alkaline phosphatase re-
porter gene (hPLAP) under the control of the 3.3-kb rat
Gnrbr promoter, thereafter referred to as Gurhr-hPLAP.
Importantly, we have demonstrated that the transgene in
the adult animal is specifically expressed in the gonado-
tropes of the anterior pituitary (15). Using this model to-
gether with in vitro approaches, we have contributed to
decipher the combinatorial code that directs gonadotrope-
specific expression of the Gnrhr (16), by identifying key
factorsin the rat (17-19). This transcription code involves
ubiquitous factors such as cyclic AMP response element
binding protein (CREB) and activator protein 1 (AP-1) as
well as tissue-specific combination including steroido-
genic factor 1 (SF-1) and LIM homeodomain proteins
ISL-1 and LHX3 (19). These factors probably play an
important role in the onset of Gnrhr expression that oc-
curs around embryonic day (E) 13.5 in the developing
pituitary (15, 19). Interestingly, in our transgenic mouse
model, the 3.3-kb promoter directs transgene expression
not only in pituitary gonadotrope cells but also in the
hippocampal formation including the Ammon’s horn and
the fimbria, the lateral septum, and the amygdala (15).

Around birth, these brain areas undergo important de-
velopmental events with the establishment of the septo-
hippocampal and hippocampo-septal projections. In par-
ticular, pyramidal cells of the CA1 and CA3 regions
project to the lateral septum according to a topographic
map delineated during late embryonic and early postnatal
development (20). Reciprocally, cells within the median
septum project to the hippocampus as early as E18 (21).
All these events involve dramatic modulation of neuronal
plasticity. In this context, several neuropeptides have been
implicated in learning and memory processes as well as in
hippocampal plasticity (22). However the potential roles
of GnRH in these limbic structures and underlying mech-
anisms remain largely undefined, contrasting with the
well-established presence of its receptor in the Ammon’s

Endocrinology, February 2011, 152(2):0000—0000

horn in the adult animal. Furthermore, the ontogenesis of
brain GnRHR and the mechanisms involved in hippocam-
pus-specific Gnrbr expression remain unknown. Accumu-
lating evidence indicates that sexual steroids regulate neu-
ronal plasticity in various brain regions including the
hippocampus (23, 24). In particular, several studies have
highlighted the role of local estrogens in estrus cycle-
dependent synaptogenesis in the rat hippocampus (25).
Estrogens have notably been shown to up-regulate pre-
synaptic or postsynaptic markers such as synaptophysin
and spinophilin, respectively. Interestingly, the GnRHR
has been recently implicated in the regulation of hip-
pocampal aromatase activity and local estrogen synthesis
(26), indicating that the GnRH/GnRHR signaling system
may participate to mechanisms underlying neuronal
plasticity.

To increase our current knowledge on GnRHR func-
tions in the brain, we have analyzed the spatial and tem-
poral emergence of Gnrbr in the hippocampus and in re-
lated structures during brain postnatal development using
real-time PCR combined with the analysis of the mouse
transgenic model expressing Gnrbhr-hPLAP. We have then
performed transfection assays on primary cultures of hip-
pocampal cells to decipher the combinatorial code of tran-
scription factors involved in Gnrhr promoter activation
and determine whether this code differs from the pituitary
code. Finally, we studied the regulation by GnRH of sev-
eral marker genes of neuronal plasticity to identify poten-
tial target genes of the brain GnRH/GnRHR signaling
system.

Materials and Methods

Animals were housed and maintained according to published
European communities guidelines and with approval from the
experimental animal committee of the Paris Rive Gauche site
(Agreement A75-13-17, Centre National de la Recherche Scien-
tifique, Paris 7 University, Paris, France). Transgenic mice were
generated as previously described (15). Three transgenic mouse
strains obtained were numbered 1, 7,and 17. The Gurhr-hPLAP
transgene was integrated as a single copy gene in the strain 1 used
in this study.

Histochemistry and immunocytochemistry

Mouse heads or dissected brains from male homozygous B6/
CBA 3.3 kb Gnrbr-hPLAP transgenic mice (two to three animals
for each age group) were fixed in 4% paraformaldehyde. Tissue
samples were then processed according to previously described
procedures (15, 19). After two washes with PBS, the samples
were successively incubated in 12, 15, and 18 % sucrose in PBS
at 4 C for 24 h each, and then frozen at —60 C. Sixteen-mi-
crometer cryostat sections of brains were mounted onto slides,
heated at 65 C to inhibit endogenous phosphatases, and incu-
bated with a mixture of chromogenic enzyme substrate contain-
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ing nitro blue tetrazolium and S5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate in the appropriate buffer. To visualize nuclei, 4',
cis-diamidino-2-phenylindol (DAPI) staining was used as a
counterstain. Detection of neurons and astrocytes was per-
formed using monoclonal anti-NeuN MAB377 (Chemicon/
Millipore, Molsheim, France) (27) and polyclonal anti-glial
fibrillary acidic protein (GFAP) Z0334 (Dako-France,
Trappes, France), respectively, at 1/100 dilution for each an-
tibody then revealed with Alexa488- or Alexa568-conjugated
secondary antibody before hPLAP staining (19). In the ab-
sence of primary antibody, no specific fluorescent staining
was observed.

Hippocampal cell cultures, transfection assays, and
pharmacological treatments

Gnrbr promoter luciferase fusion constructs were previously
described (17-19). Hippocampi were dissected from brains of
Sprague-Dawley male rats of E18, P (postnatal day) 0 or P4. The
size of the dissected hippocampi varied from approximately 5
mm at E18 to 20 mm at P21. Each hippocampus was dissected
and cells were dissociated and cultured as described (28, 29).
Hippocampal neurons were transfected at day i vitro 3 with the
appropriate rat Gnrhr promoter luciferase fusion constructs us-
ing Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Cergy Pontoise, France).
Promoter activity was determined 48 h after transfection using
the dual luciferase assay (Promega, Charbonniéres, France). Ex-
pression was systematically calculated as the ratio between fire-
fly luciferase activity driven by the different Gurbr promoter
constructs and the Renilla luciferase driven by the thymidine
kinase promoter or the early SV40 enhancer/promoter region to
normalize data for transfection efficiency. To assess the tissue
specificity of the Gnrhr promoter, hippocampal primary culture
cells were seeded onto slide flasks, cultured, and transfected with
the 3.3-kb Gnrhr-hPLAP vector as described above. After trans-
fection experiments, cells were fixed with 2% paraformaldehyde
for 10 min and then processed as described above for revelation
of hPLAP expression and immunocytochemistry using anti-
NeuN and anti-GFAP antibodies. For pharmacological treat-
ments, hippocampi were dissected from P4-P6 Sprague Dawley
male rats, dissociated, and cultured as for transfection assays. At
day in vitro 4, 100 ng/ml arachidonic acid and 50 ng/ml doco-
sahexaenoic acid were added to the medium. Cells were treated
with the GnRH agonist triptorelin (10 nMm) (Sigma-Aldrich
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Chemie, Saint-Quentin Fallavier, France) for 1 h, 6 h, 24 h, or
48 h and collected at day in vitro 6 or 9. The GnRH antagonist
antide (Sigma-Aldrich Chemie, Saint-Quentin Fallavier, France)
was used as a competitor (10 puM) simultaneously to triptorelin
for a 24 h treatment. Because data from P4 or P6 cultures ap-
peared strongly similar, they were pooled together to proceed to
statistical analysis (3 to 6 independent experiments for each
condition).

RNA preparation and RT

Brain tissues of Sprague-Dawley rats were dissected as de-
scribed (29), and total RNA was isolated either using Tri Reagent
(Sigma-Aldrich Chemie, Saint-Quentin Fallavier, France) for
5-week-old animals or with RNeasy Mini Kit (Qiagen, Court-
abeeuf, France) for younger rats (0—27 d) and hippocampal cells.
First-strand ¢cDNA from 0.25 to 1 ug RNA of each sample was
synthesized by RT using oligo dT primers and SuperScript II
Reverse Transcriptase (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) ac-
cording to the manufacturer’s instructions.

RT-PCR and RT-QPCR analyses

Classical PCR amplifications were performed on cDNA sam-
ples obtained from 5-week-old rats in a final volume of 20 pul,
with 0.4 ul cDNA solution using a Bio-Rad C1000 thermal cy-
cler. Real-time quantifications were performed in the LightCy-
cler 480 Instrument (Roche Diagnostics) using the SYBR green
dye. PCR mixtures (12 ul final volume) contained 6 ul of Light-
Cycler 480 SYBR Green I Master Mix (Roche Diagnostics), 5 ul
ofa 1/25 to 1/50 cDNA dilution, and 0.5 pu™m of each primer. The
cycling conditions included an initial heat-denaturing step at 95
Cfor 10 min, 40 cyclesat 95 Cfor 10's, annealing at 60 Cfor 10,
and product elongation and signal acquisition at 72 C for 10 s,
followed by melting curves determination. Expression levels
were normalized to Hprt expression, which was used as an in-
ternal control gene. The real-time PCR data were analyzed using
the advanced-E-method with standard-curve derived efficiencies
obtained from LightCycler 480 software. The oligonucleotide
primer sequences used are indicated in Table 1.

Statistical analysis

Data were analyzed by one-way ANOVA. If the F test was
significant, then means were compared using Tukey-Kramer’s
method of multiple comparisons.

TABLE 1. Sequences of primer pairs designed to detect mRNA coding for GnRH, GnRHR, and transcription factors

Target cDNA  Amplicon size

Forward primer (5’ to 3’)

Reverse primer (5’ to 3’)

NCBI accession number

Gnrhr 246 bp TCAGCTGCCTGTTCATCATC  AACATTTCCGGATCAAACCA NM_031038
Creb 132 bp GGTGCCAAGGATTGAAGAAG  ATTGCTCCTCCCTGGGTAAT NM_134443
cFos 129 bp GGGAGTGGTGAAGACCATGT  GCTGCAGCCATCTTATTCCT NM_022197
Nur77 194 bp TGTTGCTAGAGTCCGCCTTT  AGGAACATCAACACCCAAGC NM_024388
Sf-1 187 bp TTACACGTGCACCGAGAGTC  TGCTTTCTTCTGCTGCTTCA NM_001191099
Isl-1 207 bp AGTCCGGAGAGACATGATGG  ATCTGGGAGCTGAGAGGACA NM_017339
Lhx3 213 bp AGTCCGACAAGGACAGCATC  GCAGCTCTCGAAACTGCTCT XM_001059910
Prop1 153 bp GACAGCTGGAGTCAGCCTTT  GGAGTAGTGACCGCTCTTGC NM_153627
Otx1 177 bp ACCTCAAACAACCCCCATAC  GGTAGCGAGTCTTTGCGAAC NM_013109
Otx2 250 bp GCACAACTTGACGTTCTGGA  ACTGGCCACTTGTTCCACTC NM_001100566
Egr1 110 bp AGCAGCGCTTTCAATCCTCA  GTCTCCACCAGCGCCTTCTC NM_012551
Synaptophysin 146 bp GACTATGGGCAGCAAGGCTA  GATATGGGGATGGGAAAAGG NM_012664
Spinophilin 233 bp GCCATCGAGGTGTTTGAACT  TCCATCCGCTCCTTATTCTC NM_053474

Primer pairs were designed to target cDNA fragments encompassing at least one intron in the gene sequence to prevent amplification of genomic
DNA. The sizes of amplified products are indicated.
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4 Schang et al. Gnrhr Expression in the Hippocampus

Results

Expression of Gnrhr occurs during postnatal
development in the rat hippocampus

To determine the temporal pattern of Gnrbr expression
in the hippocampus, total mMRNA were isolated from dis-
sected rat hippocampi and Gnrhr mRNA levels were eval-
uated by quantitative RT-PCR during the postnatal pe-
riod, ranging from birth (P0) to P27 (Fig. 1A). In contrast
toall subsequent stages, Gnrbr mRNA was not detected at
PO. Levels of mRNA were then strongly increased during
postnatal development, with a fourfold increase between
P4 and P14. The mRNA levels thereafter plateaued until
P27 (Fig. 1A) and slightly declined at P60 (not illustrated).

Transgene expression correlates with Gnrhr
expression in the hippocampo-septal system

The transgenic mouse model expressing the hPLAP un-
der the control of the rat Gnrbhr promoter was then ana-
lyzed to compare transgene emergence with Gurbr expres-
sion as determined by Q-PCR. Contrasting with pituitary
expression that could be detected as early as E13.5 (15),
transgene expression in the hippocampus only started af-
ter birth, and was detected around P8 with a major in-
crease between P8 and P18 (Fig. 1B, lower panel). These
data are consistent with the time-course of Gnrhr expres-
sion established using Q-PCR in the rat hippocampus, and
this led us to investigate additional features of transgene
expression in interrelated forebrain structures. Interest-
ingly, the onset of transgene expression was coincident in
the lateral septum and in the hippocampus (Fig. 1B) in
agreement with our previous study in the adult animal
showing a continuous staining between those two struc-
tures (15). Transgene expression was further analyzed in
the periventricular zone of the hypothalamus at P17. Sev-
eral stained fibers and cell bodies were detected within the
vascular organ of the lamina terminalis (OVLT) and in the
median preoptic nucleus contrasting with the unstained
median septum (Fig. 2, A-D). Posterior to the lateral
septum, fibers were intensively labeled (Fig. 2E). In ad-
dition, a faint hPLAP staining was detected within the
stria medullaris. In the hippocampus, staining was de-
tected within the Ammon’s horn, especially in the strata
oriens and radiatum (Fig. 2F). Robust hPLAP staining
was also observed in the posterior part of the dentate
gyrus (Fig. 2G). Another limbic structure, the basal
amygdaloid nucleus, appeared strongly labeled (Fig. 2,
F and H). The time-course of transgene expression was
similar to the one reported in hippocampus, as staining
was only detected at P8 and increased at P17. The lateral
and medio-ventral parts of entorhinal cortex which be-
long to the hippocampal formation also displayed a
weak staining (Fig. 2, F and G).
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FIG. 1. Temporal onset of Gnrhr promoter activity in the hippocampal
formation. A, Quantification of Gnrhr mRNA was performed by real-time
RT-PCR on RNA extracted from PO to P27 male rat hippocampi as
described in Materials and Methods. Q-PCR data were expressed as fold
over HPRT mRNA levels used as an internal control. During postnatal
development, HPRT mRNA levels exhibited a moderate and gradual
increase, (approximately twofold from P4 to P27), probably reflecting a
developmental-associated increase in whole gene expression. Therefore,
the increase in specific gene expression levels was underestimated,
reinforcing the significance and specificity of the data. Results are
expressed in percent of the maximum expression (P27) and are the

mean = sp of three independent experiments. ***, P < 0.001. B, Gradual
appearance of hPLAP staining in the lateral septum and hippocampus of
transgenic male mice. hPLAP activity was assayed as described in Materials
and Methods on coronal sections of the head at PO and of dissected
brains at P8 and P17. The microphotographs were obtained under
tungsten illumination. The lateral septum, the hypothalamic median
preoptic nucleus (upper panels), as well as the hippocampus (lower
panels) appeared unlabeled at PO and exhibited a progressive labeling
from P8 to P17. Transgene expression was also detected in intermediate
structures such as the ventral hippocampal commissure (right middle
panel) contrasting with unstained areas such as the medial septum. At PO,
choroid plexus within the lateral ventricles appeared dark due to intrinsic
refringence (arrowheads, left middle and lower panels). Scale bars, 200
um. See legend of Supplemental Fig. 1 for image processing. CA,
Ammon’s horn; cc, corpus callosum; DG, dentate gyrus; dfx, dorsal fornix;
fi, fimbria; Hy, hypothalamus; LS, lateral septal nucleus; MnPO, median
preoptic nucleus; MS, medial septal nucleus; OVLT, organum vasculosum
of the lamina terminalis; Th, Thalamus; vhc, ventral hippocampal
commissure; V3, third ventricle; VL, lateral ventricle.

Double staining with DAPI was performed to improve
visualization of brain structures at higher magnification.
Contrasting with median preoptic nucleus and OVLT, the
transgene was not expressed in the anterior commissure
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FIG. 2. Spatial distribution of transgene expression in the forebrain at P17. Coronal sections from dissected brains of P17 transgenic male mice
were processed as described in Fig. 1 legend. The upper panel indicates the positions of the A to G sections. Transgene expression is illustrated in
the lateral septum and median preoptic nucleus (A-D), in the hippocampal commissure and subfornical organ (E), in the hippocampus, entorhinal
cortex, and basal amygdaloid nucleus (F) and in the posterior hippocampus (G). Panel H is a higher magnification of the basal amygdaloid nucleus
in a slightly rostral position to the F section. Corresponding camera lucida diagrams of panels A to E are also shown. Scale bars, 200 um. aco,
anterior commissure, olfactory limb; BLA, basolateral amygdalar nucleus; CA, Ammon'’s horn; cc, corpus callosum; DG, dentate gyrus; dfx, dorsal
fornix; ENT I, entorhinal cortex, lateral; ENTmv, entorhinal cortex, medioventral; fx, fornix; fi, fimbria; LS, lateral septal nucleus; MnPO, median
preoptic nucleus; MS, medial septal nucleus; OVLT, organum vasculosum of the lamina terminalis; PAA, pyriform amygdalar area; SFO, subfornical
organ; sm, stria medullaris; vhc, ventral hippocampal commissure; V3, third ventricle; VL, lateral ventricle.

(Fig. 3, A and B). In the anterior hippocampus, fibers were
strongly stained within the fimbria and the ventral hip-
pocampal commissure, while the subfornical organ dis-
played some labeled cell soma (Fig. 3, C and D). More
posteriorly, the faint staining within the anterior dentate
gyrus was restricted to the external border of the granular
zone corresponding to the outer granular cell layer (Fig.
3E). In contrast, the Ammon’s horn was strongly labeled,
as previously reported in the adult animal (15).

To identify the hippocampal cells expressing the
transgene, antibodies directed against NeuN, a nuclear
neuron-specific protein, and GFAP were applied to sec-
tions before Gnrhr-hPLAP detection. In the pyramidal
cell layer of the hippocampus, cells that expressed cy-

toplasmic Gurbr-hPLAP were also positive for nuclear
NeuN (Fig. 3, F and G). In contrast, GFAP immunore-
activity remained sparse and did not colocalize with
hPLAP staining. Transgene positive cells are thus likely
post-mitotic neurons and not mature astrocytes. Similar
results were obtained in the amygdala and posterior
dentate gyrus (not illustrated).

The hippocampus-specific transcription code of
the rat Gnrhr promoter is distinct from the
pituitary-specific code

In the pituitary, Gnrhr expression is regulated by a
combination of distinct transcription factors that interact
with specific response elements on the rat Gnrhr promoter
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FIG. 3. High magnification of transgene expression in the forebrain (A-E) and colocalization with
neuN protein in the Ammon’s horn (F and G). Coronal sections from dissected brains of P17
transgenic male mice and histochemical stainings were processed as described in Fig. 1 legend and
in Materials and Methods. The microphotographs were obtained under tungsten (hPLAP) or
fluorescence illumination (DAPI, anti-NeuN, anti-GFAP). The purple color revealing hPLAP activity
was replaced by a false red color to allow simultaneous visualization of the hPLAP with DAPI
staining, antiNeuN, or anti-GFAP immunofluorescence. High magnification of the median preoptic
nucleus (MnPO) (A), the organum vasculosum of the lamina terminalis (OVLT) (B), the ventral
hippocampal commissure (vhc) and the subfornical organ (SFO) (C), the fimbria (fi) (D), and the
hippocampus with details of the Ammon'’s horn (CA) and dentate gyrus (DG) layers (E). F, Low-
magnification view of hPLAP staining within the hippocampus. Panel G illustrates a higher
magnification of the area framed in F. Arrows indicate colocalization of cytoplasmic hPLAP
expression and nuclear antiNeuN fluorescence in pyramidal cells of the Ammon’s horn. Arrowheads
indicate anti-GFAP immunoflorescence (rhodamine fluorescence was replaced by a false white
color). Scale bars, 100 wm (A-E) or 200 um (F). H, Revelation of hPLAP expression and anti-NeuN
and anti-GFAP fluorescence in primary cultures of hippocampal cells initiated at E18 and transiently
transfected with the 3.3-kb Gnrhr-hPLAP vector. Arrows, hPLAP-expressing neuron; arrowheads,
hPLAP-negative, GFAP-positive cell. aco, anterior commissure, olfactory limb; gcl, granule cell layer;
mo, molecular layer; po, polymorph layer; sim, stratum lacunosum moleculare; so, stratum oriens;
sp, stratum pyramidale; sr, stratum radiatum; V3, third ventricle.
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(Fig. 4A). To determine whether these
transcription factors also contribute
to Gnrbr activation in the brain,
transient transfection assays using
primary cultures of hippocampal
cells were performed to identify the
hippocampus-specific response ele-
ments in the Gnrhr promoter. First,
to ascertain that the constructs were
specifically expressed by hippocampal
neurons, the Gnrhr-hPLAP construct
was transfected into hippocampal pri-
mary cultures seeded onto slide flasks.
The cell type expressing transgene ac-
tivity was then identified using immu-
nodetection with anti-NeulN and anti-
GFAP to reveal neurons and glial cells,
respectively. Results showed that
transgene was only expressed in neu-
rons and could not be detected in glial
cells (Fig. 3H). This confirms the ob-
servations made within the hippocam-
pus of transgenic mice and indicates
that the 3.3-kb rat Gnrhr promoter di-
rects gene expression specifically in
hippocampal neurons either in vivo or
in vitro.

The activity of luciferase constructs
containing the wild-type or mutated
versions of the promoter was then
evaluated (Fig. 4, C and D) (17, 18,
19). Transfection assays revealed that
the LIM homeodomain response ele-
ment present in the distal part of the
promoter was not involved in hip-
pocampus-specific promoter activity.
Indeed, the promoter extending from
—475 to —32 was as efficient as its
larger counterpart (—1135to —32).In
contrast, the —475/—272 fragment of
the promoter displayed strong cis-ac-
tivating competence because deletion
of this domain led to a 57% decrease
in promoter activity. This suggested
that GnRHR activating sequence
(GRAS), PROP-1/Drosophila ortho-
denticle homolog 1 (OTXT1), or AP-1
response elements might be involved.
No peculiar effect was observed in re-
sponse to further deletions of the most
proximal elements. The residual 33%
promoter activity was restricted to the
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FIG. 4. The hippocampus- and pituitary-specific transcription codes are distinct. A,
Schematic diagram of the rat Gnrhr promoter (—3255/—32) illustrating the position of
the response elements characterized in gonadotrope cells. The GRAS element is inactive
in the rat promoter but was nevertheless indicated, taking into account its main role in
mouse promoter activity. The PROP-1/0TX1 and NUR77 response elements are currently
being characterized (unpublished results). Numbering is relative to the translation start
codon, the adenine considered at position +1. B, Evaluation of transcription factors
mRNA levels by RT-PCR. C, Delineation of the hippocampus-specific response elements
by transient transfection in primary cell cultures originating from E18 hippocampi.
Transient transfection assays were performed as described in Materials and Methods
using 5’ deleted promoters of the rat Gnrhr fused to the luciferase reporter gene.
Results are the mean + sp of three independent experiments performed in triplicate and
expressed as fold stimulation over the empty vector. ***, P < 0.001; **, P < 0.01; ns,
P > 0.05. D, Levels of Gnrhr promoter activity in CHO cells. Results are the mean = sp
of three independent experiments performed in triplicate and expressed as fold
stimulation over the empty vector. E, Same as in C, except that the activity of the wild-
type —475/—32 rat Gnrhr promoter was compared with the same construct with
mutations (squares with crosses) of one (GRAS, AP-1, SF-1, or CREB/NUR77), two (AP-1
and CREB/NUR77), or three (AP-1, SF-1, and CREB/NUR77) response elements, and
results were expressed in percent of wild-type vector.

—56 to —32 region (Fig. 4C). Surprisingly, the largest con-
struct containing the 3.3-kb promoter was significantly less
active than the constructs containing either the 1.1- or
0.47-kb promoter. This suggests that a silencer element is
present within the region extending from —3255 and —1135
bp. To assess the specificity of these assays, control experi-
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ments were performed in parallel with CHO
cells, which were transfected with the Gurbr
promoter constructs. As expected, none of
these constructs displayed significant higher
activity than the empty vector (Fig. 4D).

To further localize the response ele-
ments involved in hippocampus-specific
promoter activity, the activity of proximal
promoters (—475/—32) bearing muta-
tions within the GRAS, AP-1, SF-1, and
the overlapping CRE/NUR77 response el-
ements was also evaluated (Fig. 4E). Only
mutations affecting the GRAS, AP-1 and
CRE/NUR77 elements resulted in de-
creased promoter activity.

We further evaluated mRNA levels of
these transcription factors in relevant brain
areas. Analysis of transcription factor gene
expression revealed that the pituitary code
consisting of LIM and paired-like home-
odomain proteins as well as the nuclear re-
ceptor SF-1 is incomplete within the hip-
pocampus (Fig. 4B), in agreement with
results from transient transfection assays.
Indeed, Sf-1 and Isl-1 mRNAs were both
detected in the hypothalamus as expected
but not in the hippocampus (30). Otx2
mRNA was present in hypothalamus and
septum and detected at lower levels in the
hippocampus and amygdala. In contrast,
mRNA encoding OTX1, CREB, ¢ Finkel-
Biskis-Jinkins murine osteosarcoma virus on-
cogene homolog (cellular FOS), and NUR77
were expressed in all tissues tested. To-
gether, this strongly suggests a major in-
volvement of these transcription factors in
the hippocampus-specific expression of the
Gnrhr.

In the experiments described above, pri-
mary cultures were derived from E18 hip-
pocampi, and thus the promoter activity was
evaluated at a period corresponding to P1 de-
velopmental stage, taking into account the ad-
ditional time needed for in vitro culture and
transient transfection (3 d + 2 d). We next
wondered whether this hippocampus-specific
code might evolve during later stages of de-

velopment, and notably during the temporal window char-
acterized by the onset of Gurhr expression in vivo. To eval-
uate this, hippocampal primary cultures were initiated at
later stages of development, PO and P4, leading to postnatal
developmental day P5 and P9, respectively at the time when

114



8 Schang et al. Gnrhr Expression in the Hippocampus

A

l _________ l pLuc-3255

ll pLuc-1135

pLuc-475

Relative luciferase activity
w

1 pLuc-272

0 2 4 6 8 10 12
Equivalent postnatal day
P4

PO ] PO
E18 ) P5

P1

B REST consensus binding site  (+)
GGCGCTGTCCGNGGTGCTGAA
*hkkk Khkk * Kk kkk
-2404 TGGTTTGTCCCCGGGTCTGAA -2384
Smal-2392
Rat Gnrhr promoter (+)I

\ el
\

| |
| ) 1

-3255 -1135 -475 272 -32

E18

——— P1

rad

—

pLuc-3255
pLuc-2392 RESTm
pLuc-1135
pLuc-475

Empty Vector

5 . 0 . 15
Relative luciferase activity
Fold stimulation over empty vector

FIG. 5. The distal promoter region (—3255/—1135) of the Gnrhr
represses transcription in E18 hippocampal cell cultures. A,
Comparison of Gnrhr promoter activities in hippocampal primary
culture cells originating from E18, PO, or P4 male rats. The schematic
diagram below the graph illustrates the experimental schedule: the
cells cultured at E18, PO, and P4 were transfected 3 d later (black bars),
and luciferase activity was measured 48 h after transfection (gray bars)
at equivalent postnatal day P1, P5, and P9, respectively. Transient
transfection assays were performed as described in Fig. 4C. Results are
expressed as fold over pLuc-56Gnrhr activity and are the mean = sp of
three independent experiments performed in triplicate. B, Sequence
alignment illustrating homologies between the —2404/—2384 region
of the rat Gnrhr promoter and the consensus binding site for the
transcriptional repressor REST. C, Deletion of the REST-like motif
increases promoter activity in hippocampal culture initiated at E18. The
new construct pLuc —2392 RESTm was obtained by deleting the Hind
lll, Sma | fragment of the 3.3-kb construct. The Hind Ill site is located at
the 5’ end of the promoter and the Sma | site within the REST-like
motif. Deletion of the fragment thus resulted in a shorter promoter
ending at —2392 and containing only the half of the REST-like motif.
Results are expressed as fold over the empty vector and are the

mean = sp of three to four independent experiments performed in
triplicate.
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experiments were achieved (Fig. SA). At these different stages
of development, cultures were transfected either with the
3.3-kb promoter or with shorter constructs starting at posi-
tions —1135, —475, and —272. The activity of the shortest
construct, containing the —272 to —32 region, displayed a
low activity which remained unchanged until P9. Similar re-
sults were obtained with shorter constructs starting at —222,
—180,—136,and —101 (data not shown). Larger constructs
such as pLuc-1135 and pLuc-475 were highly active at P1 as
previously illustrated (Fig. 4C) and remained at the same
level of activity during all the postnatal period examined. In
contrast, the largest construct containing the additional
—3255/—1135 region behaved differently. Indeed, whereas
promoter activity was low at P1, it increased dramatically at
P5 and P9. This suggests that at P1, Gnrbr promoter activity
is repressed through mechanisms that become then inoper-
ative during later stages of the postnatal period.

Interestingly, analysis of the 3.3-kb promoter sequence
revealed a short 20-bp sequence extending from —2404 to
—2384 displaying a substantial homology with the consen-
sus element that binds the transcriptional repressor REST
(RE1-silencing transcription factor; also known as NRSF)
known to repress neuronal gene programs (Fig. 5B) (31). The
—3255/—32 promoter used in vitro is identical to the pro-
moter directing transgene expression iz vivo. Hence, these
results are consistent with the temporal pattern of Gnrbr
promoter activity reported i vivo using our transgenic
mouse model. To assess the silencer competence of the
REST-like sequence, we took advantage of a Smal site within
this motif to create a novel 5’ deleted construct ending at
—2392, which resulted in a mutated REST promoter carry-
ing only half of motif. This construct was analyzed together
with the construct carrying the 3255-bp promoter using the
same experimental schedule described above at E18. Under
these condition (Fig. 5C), the mutated REST promoter dis-
played significant higher luciferase activity (10.7 = 2.4-fold
over empty vector) than its larger counterpart carrying the
intact motif (5.1 * 1.5-fold). Further, the activity of the mu-
tated construct did not exhibit any significant difference with
promoters ending either at —1135 or —475 (13.4 = 1.4 and
13.6 = 2.2-fold, respectively). Although not strictly targeting
the REST sequence, these experiments strengthened the hy-
pothesis that the REST-like sequence behaved as a silencer
within the 3.3-kb promoter.

GnRH regulates the expression of several marker
genes of neuronal plasticity in rat hippocampal
primary cultures

To gain new insights into the function of the GnRHR
in the developing hippocampus, mRNA levels of marker
genes of neuronal plasticity were evaluated by quantita-
tive PCR during the period of appearance of Gurbr ex-
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FIG. 6. Expression of marker genes of neuronal plasticity is regulated
in rat hippocampal cells in vivo during postnatal development (A-C)
and in vitro by the GnRH agonist, triptorelin (D-F). A-C, Quantifications of
Egr1, synaptophysin, and spinophilin mRNA in rat hippocampus during
postnatal development. Total RNA was purified and analyzed as
described in Fig. 1A. D-F, Hippocampal primary cell cultures from P4—
P6 rats were treated with triptorelin (trp) with or without the
antagonist antide (ant) as described in Materials and Methods. Results
are expressed as fold over control cells (cultured without treatment)
and are the mean = sp of three to six independent experiments.

**% P<0.001; **, P<0.01; *, P < 0.05.

pression (i.e., PO to P21). The expression of the early
growth response gene encoding for early growth response
1 (EGR1; also referred to as NGF1A, KROX24, or
ZIF268), a transcription factor tightly linked to neuronal
plasticity (32), was dramatically enhanced during the
postnatal time period with a threefold increase in mRNA
levels between P7 and P21 (Fig. 6A). Similar data were
obtained with synaptophysin (Fig. 6B), a reliable presyn-
aptic marker in the hippocampus (33). The expression of
spinophilin, a marker of dendritic spine density (34), was
also significantly enhanced, but this was delayed as
mRNA levels only increased at P21 and P27 (Fig. 6C).
The ability of GnRHR to directly modulate these
marker genes was then evaluated. To this aim, primary
cultures of hippocampal cellsisolated from young male rat
(P4-P6) were cultured from 4 to 7 d before being treated
by the GnRH agonist triptorelin for 1 to 48 h. The mRNA
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levels of Egrl, synaptophysin, and spinophilin were then
analyzed using real-time RT-PCR analysis. Triptorelin in-
duced a rapid and transient increase in Egr1 mRNA levels
(29% after 1-h treatment) that remained significantly el-
evated until 6 h (Fig. 6D). At 24 h the mRNA levels re-
turned to control levels and were not further affected by
treatment with the GnRH antagonist antide. Synaptophy-
sin mRNA levels were also stimulated by triptorelin and
followed an expression pattern similar to Egr1 (Fig. 6E).
Treatment with antide significantly reduced synaptophy-
sin mRNA levels. As observed for Egrl and synaptophy-
sin, spinophilin mRNA levels were rapidly and signifi-
cantly increased by triptorelin (Fig. 6F), but stimulation
was maintained significant up to 24-h treatment. At this
time, treatment with antide reversed this effect by inducing
a clear-cut decrease in mRNA levels.

Discussion

This study constitutes, to our knowledge, the first descrip-
tion of the spatio-temporal emergence of Gnrbr expres-
sion in the developing brain and, more specifically, within
the hippocampal formation. Quantitative analysis of Gn-
rhr mRNA levels clearly demonstrated that Gnrbr expres-
sion only occurs after birth in the hippocampus, contrast-
ing with its fetal onset in the pituitary (15). The same
time-course was evidenced for transgene expression in the
hippocampus of mice bearing the hPLAP reporter gene
under the control of the 3.3-kb rat Gurbr promoter. High
sensibility and resolution of transgene detection has fur-
ther allowed extensive analysis of transgene distribution,
which was notably detected in several regions of the hip-
pocampal formation including the hippocampo-septal
complex, the amygdala, and the entorhinal cortex.

Our data are consistent with a recent study exploring
GnRHR expression in the mouse and ovine brain using a
novel antibody against GnRHR (335). Furthermore, they
are also consistent with the reported Gnrhr expression in
the human brain, especially in the hippocampal formation
(36). The fact that the human, rat, mouse, and ovine spe-
cies all express GnRHR in the hippocampus supports the
idea that the GnRH/GnRHR signaling system plays im-
portant functions in this brain structure.

Gene transfer experiments from one mammalian spe-
cies to another have revealed that in homologous tissues,
primary DNA sequence rather than epigenetic machinery,
cellular environment, or transcription factors directs spe-
cies-specific transcription (37). Accordingly, the temporal
correlation between mRNA levels in rat hippocampus and
transgene expression in our mouse model suggests that the
Gnrhr-hPLAP transgene is transcriptionally regulated in
a rat-specific manner despite a mouse environment. This

116



10 Schang et al. Gnrhr Expression in the Hippocampus

model is therefore a reliable tool to further analyze the
characteristics of rat Gnrbr expression and its regulation.
As previously reported, transgene expression in the pitu-
itary is restricted to the sites of GnRHR synthesis (.e., the
gonadotrope cells) (15). Here we demonstrate, based on
NeuN codetection performed both in vivo and in vitro,
that the transgene is restricted to hippocampal postmitotic
neurons and is not expressed in glial cells. Sites of hPLAP
expression are consistent with previous works using au-
toradiographic detection of GnRHR and reporting the
presence of fibers emerging from the pyramidal cell layer,
the strata oriens, and radiatum (9, 10). In contrast, con-
flicting data were obtained using in situ hybridization
studies, which only reported labeling of the pyramidal cell
layer (11, 38). Together, this strongly suggests that Gn-
RHR as well as hPLAP are synthesized in the pyramidal
cell layer and then move along fibers of the strata oriens
and radiatum. Indeed, hPLAP is likely recruited to the
plasma membrane due to its glycosylphosphatidylinositol
anchor and can migrate along fibers, outlining both ax-
onal and dendritic projections (39). The robust staining
observed in the lateral septum thus likely originates from
hPLAP transport along the hippocampal fibers projecting
to the septal areas. The coincidence of the temporal onset
of hPLAP activity in both the hippocampus and lateral
septum is consistent with this statement. This hip-
pocampo-septal transport also probably occurs with the
GnRHR itself, as suggested by previous works reporting
the presence of GnRHR in the lateral septum based on
ligand binding assay but not of the corresponding tran-
script using in situ hybridization (38). Besides, the es-
tablished existence of hippocampo-septal projections
provides a neuroanatomical support to this hypothesis
(21, 40-42).

Most importantly, this study provides the first identi-
fication of some of the mechanisms that regulate tran-
scriptional Gnrbr promoter activity in the hippocampus.
In particular, it provides evidence that the hippocampus-
specific transcription code actually differs from that iden-
tified in the pituitary. Obviously, from both iz vivo and in
vitro data reported herein, the hippocampal code does not
include the LIM-homeodomain transcription factors or
factors related to SF-1, which are crucial in the pituitary as
they are involved in gonadotrope-specific Gnrbr expres-
sion in several species including rat, human, and mouse
(16, 19). Only a specific combination of factors involving
CREB, NUR77, and FOS appears to be implicated. The
hippocampus-specific transcriptional code may probably
involve additional tissue-specific factors which still re-
quire to be identified. Furthermore, our study provides
evidence that silencing transcription factor(s)-related
mechanisms govern the onset of hippocampal Gnrbr ex-
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pression during postnatal development. In this context,
data are accumulating indicating that release of gene re-
pression rather than activation of gene transcription might
be a general mechanism of neuronal differentiation. REST
appears as a key transcriptional repressor in these regu-
latory mechanisms (31). The element located between
—2404/—2385 in Gnrhr promoter displays homology
with the REST consensus binding site, suggesting that
REST is implicated in the repression of hippocampal G-
rhr expression before and around birth. Indeed, in vitro
experiments have provided evidence that deletion of the
region containing the REST-like response element leads to
increased promoter activity in primary cultures at equiv-
alent P1. The same —3255/—32 promoter used in vitro
was also used to direct transgene expression in vivo.
Therefore, the temporal pattern of Gnrhr promoter activ-
ity reported in vivo using the transgenic mouse model may
result from REST-induced repression before and around
birth followed by gradual release of repression in the post-
natal period. This hypothesis, however, deserves further
investigations.

The functional role of the GnRHR in the limbic system
remains largely unknown. GnRHR may be associated
with functions related to reproductive function, especially
in the amygdala, a structure involved in sexual behavior
(43). However, it may also be involved in regulation of
nonreproductive function(s). Interestingly, our data dem-
onstrate that GnRH, through activation of its receptor in
primary cultures of hippocampal cells, directly stimulates
the expression of several marker genes of neuronal plas-
ticity. Further, the expression of these markers was also
found to be correlated with the expression of Gurbr invivo
in the developing hippocampus. Our data, showing a
direct effect of GnRH on hippocampal cells, are in agree-
ment with previous works reporting that GnRHR acti-
vates the protein kinase C—dependent intracellular signal-
ing pathway and alters the electrical properties of
hippocampal neurons (44). Modulation of these reported
effects by castration has emphasized the important con-
tribution of steroids in hippocampal GnRHR function.
Indeed, a recent study has indicated that estradiol-medi-
ated up-regulation of spine synapse density and spinophi-
lin expression could be modulated by GnRHR (26). To-
gether with these data, our results strongly suggest that the
GnRH/GnRHR signaling system contributes to hip-
pocampal postnatal development by regulating neuronal
plasticity.

The intriguing question related to this work is the origin
of endogenous GnRH capable to induce such effects. To
activate the brain receptor, the GnRH ligand originating
from the hypothalamus may be transported to the hip-
pocampus through the cerebrospinal fluid (CSF) (45, 46).
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However, recent data suggest that CSF GnRH only mod-
ulates sites close to the infundibular recess of the third
ventricle (46). Moreover, CSF GnRH is not detected in the
lateral ventricles. In addition, we have revealed immuno-
reactive GnRH after detection of hPLAP activity to deter-
mine whether GnRH might be secreted within or in the
vicinity of neurons expressing the transgene (Supplemen-
tal Fig. 1, published on The Endocrine Society’s Journals
Online web site at http://endo.endojournals.org). GnRH
immunofluorescent fibers were readily detected in the me-
dian eminence as expected with, however, no evidence for
transgene expression (Supplemental Fig. 1A). In contrast,
both GnRH and Gnrhr were expressed in the SFO, but
cells expressing the transgene appeared intermingled and
not colocalized with GnRH fibers that seem to follow an
anterior—posterior axis (Supplemental Fig. 1B). Strong
GnRH immunoreactivity was also detected in the ventral
part of the OVLT where transgene expression was just
surrounding GnRH immunoreactive neurons (Supple-
mental Fig. 1C). Again, there was no evidence for co-
localization of the two markers. GnRH immunoreactive
fibers were also presentin the medial preopticarea (Sup-
plemental Fig. 1C) as well as in the median septum (not
illustrated). Together, these data suggested that GnRH
in the OVLT and SFO acts through paracrine rather
than autocrine mechanisms. There was no clear evi-
dence of GnRH immunoreactivity neither in the hip-
pocampus nor in the lateral septum. Interestingly, we
have found high levels of Gnrh mRNA within the rat
septum (unpublished data), which is in agreement with
previous identification of septal GnRH neurons (47,
48). Given the fact that median septal neurons project
to the CA1 and CA3 regions as well as to the dentate
gyrus (49), GnRH may reach hippocampal receptors
through a GnRH septo-hippocampal tract (50).

Due to their early emergence during evolution, GnRH
and GnRHR are widely distributed among animal species
(51, 52). Three types of GnRH and GnRHR have been
characterized so far in invertebrates, agnathans, and
fishes. In mammals such as human, rat, and mouse, only
the type I GnRHR is conserved and may thus have ac-
quired functions mediated by the two other types of Gn-
RHR in lower vertebrates, especially in the nervous sys-
tem. This, together with the diversity of the signaling
pathways activated by type I GnRHR, suggests that Gn-
RHR mediates a variety of functions in the mammalian
brain. Our study suggests that, while acting as a neuro-
hormone in the pituitary, GnRH may act in the hippocam-
pus as a neuromediator involved in postnatal develop-
mental events. The differential temporal onset of Gnrhr
may help defining its functions in each brain structure. The
fact that transcriptional activation of the Gnrbr in the
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hippocampal formation occurs after birth and coincides
with the establishment of hippocampo-septal projec-
tions supports such a view. The precise roles of GnRHR
in the brain and the cellular mechanisms governing the
time-dependent induction of this gene are likely inter-
related, and their characterization represents an excit-
ing challenge.
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Supplemental figure 1

Heads from male mice expressing 3.3 kb rat Gnrhr promoter-hPLAP were fixed in 4%
paraformaldehyde. Mouse heads were dehydrated in alcohol and toluene, embedded in paraffin wax,
sectioned at 10 um thickness, mounted onto slides and rehydrated. The sections were immunostained
using anti-GnRH antibody at 1/1000 dilution for 72 h at 4 C (gift from Dr. Y Tillet, Nouzilly, France),
revealed with Alexa488-conjugated secondary antibody and finally treated to reveal hPLAP
expression as described in Materials and Methods. Images were captured using a Nikon Eclipse 90i
microscope with 10x/0.30, 20x/0.50 or 40x/0.75 objectives. Intensity and contrast of the final images
were adjusted in Adobe Photoshop CS3 (Adobe Systems Incorporated). A, GhRH immunoreactive
nerve terminals at the median eminence (ME), B, GnRH-positive fibers in the SFO, which do not co-
localize with the hPLAP staining, C, GnRH-positive fibers surrounded by hPLAP staining in the
OVLT with further GnRH-positive fibers extending through the preoptic area. Bars: 100 pm.

Abbreviation: Arc, Arcuate nucleus.
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3. Article 3 : Identification and analysis of two novel sites of rat GnRH

receptor gene promoter activity: the retina and pineal gland.

Soumis pour publication

Anne-Laure Schang, Valérie Ng6-Muller, Marie-Claude Chenut, Christian Bleux, Jean-
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Si I'hippocampe constitue un site bien caractérisé de I'expression du Rgnrh, le transgene
Rgnrh-hPLAP a également permis d’étudier des sites plus inattendus d’activité du promoteur du
Rgnrh. Au cours de cette étude, nous avons pu observer une expression du transgéne dans deux
organes structurellement et fonctionnellement apparentés, la rétine et la glande pinéale. Nous avons
décrit en détail I'expression spatio-temporelle de cette expression au cours du développement, et ainsi
établi que le promoteur du Rgnrh est activé trés précocement dans la glande pinéale dés E13,5,
tandis que cette activité est différée dans la rétine et n’est visible qu'a E17,5. Chez I'adulte, cette
expression tend a diminuer dans la rétine mais reste élevée dans la glande pinéale. En outre, nous
avons mis en évidence I'expression du Rgnrh endogéne dans ces tissus chez le rat par RT-PCR,
indiquant que I'expression du transgéne est, une fois encore, corrélée avec I'expression du géne
endogéne. Parmi les facteurs de transcription communs a la rétine et a la glande pinéale, le facteur
Paire-like OTX2 est également exprimé dans I'hypophyse. De facon surprenante, nous avons observé
que le Rgnrh n’est pas sensible a OTX2 seul, mais que ce facteur est capable d’agir en synergie avec
un partenaire bien spécifique en fonction du type cellulaire. En effet, dans la lignée gonadotrope aT3-
1, OTX2 est efficace en association avec un autre facteur Paired-like 8 homéodomaine, PROP1. Dans
un contexte non gonadotrope, la lignée CHO, c'est avec le facteur CREB qu'OTX2 est
fonctionnellement associé pour stimuler le promoteur du Rgnrh. En outre, I'élément cis-activateur
impliqué dans l'effet activateur d’'OTX2 est différent en fonction du contexte cellulaire et donc du
partenaire en jeu. Les observations réalisées dans les cellules CHO pourraient refléter les conditions
d’activation du transgene dans la glande pinéale et la rétine, ou les facteurs CREB et OTX2 sont tous

deux exprimés contrairement a PROP1.

Chez les Mammiféres, la rétine et la glande pinéale participent conjointement a la
synchronisation des rythmes biologiques au sein du systéme photoneuroendocrine. L’influence de ces
rythmes sur la fonction de reproduction a été caractérisée de fagon extensive, mais peu d’études se
sont intéressées au phénomeéne réciproque (ltoh et al., 2003, Simonneaux et Ribelayga, 2003). En
suggérant la présence du RGnRH dans ces deux tissus par I'observation de l'activation du géne du
récepteur, notre étude ouvre des perspectives intéressantes dans ce domaine, qui seront discutées

dans le § 2.2 de la partie « VI-Discussion ».
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Abstract

In mammals, activation of pituitary GnRH receptor (GnRHR) by hypothalamic GnRH increases the
synthesis and secretion of LH and FSH, which, in turn, regulate gonadal functions. However, GhnRHR
gene (Gnrhr) expression is far to be restricted to the pituitary. To gain new insights into this issue, we
have created a transgenic mouse model that expresses the human placental alkaline phosphatase
reporter gene driven by the rat Gnrhr promoter. Using this model, we demonstrated that Gnrhr
promoter is active not only in pituitary gonadotrope cells but also in several extra-pituitary sites. In this
study, we show that rat Gnrhr promoter is operative in two functionally related organs, the pineal
gland, as early as embryonic day (E) 13.5, and the retina where activity was only detected at E17.5.
Accordingly, Gnrhr mRNA was expressed by both tissues. We further detected transcription factors
known to regulate Gnrhr promoter activity such as the LIM homeodomain factors LHX3 and ISL1 in the
retina. Most importantly, we show, by transient transfection studies in CHO cells, that OTX2, a major
transcription factor presiding to both pineal and retina cell differentiation is able to activate Gnrhr
promoter together with an unsuspected partner, CREB, through a newly characterized response
element. Specific associations of transcription factors activating distinct response elements along the
promoter may thus explain how Gnrhr expression can be directed to diverse and nevertheless specific
cell lineages. These data open new avenues regarding GnRH-mediated control of seasonal and

circadian rhythms in reproductive physiology.
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Introduction

In mammals, the neuroendocrine control of reproduction is mediated by the secretion of hypothalamic
GnRH, which activates its receptor (GnRHR) located on pituitary gonadotrope cells. Activation of
GnRHR leads to synthesis and secretion of the gonadotropin hormones LH and FSH, which, in turn,
regulate gonadal steroidogenesis and gametogenesis. In addition to pituitary, Gnrhr is known to be
expressed in different areas of the central nervous system as well as in gonads in rodents [1, 2, 3, 4,
5, 6]. It is also expressed in several other tissues including the endometrium, human placenta,
lymphocytes, breast, and prostate [7, 8, 9]. To analyze the mechanisms regulating Gnrhr expression,
we have created a transgenic mouse model expressing the human placental alkaline phosphatase
reporter gene under the control of the 3.3 kb promoter of the rat Gnrhr, thereafter referred to as Gnrhr-
hPLAP. Importantly and in agreement with the reported extra-pituitary expression of endogenous
Gnrhr, we have demonstrated that transgene expression is not restricted to gonadotrope cells in the
adult pituitary but also coincides with other known sites of Gnrhr expression such as the Ammon’s
horn and the fimbria in the hippocampus, the lateral septum and the amygdala. This indicates that a
unique promoter is able to direct Gnrhr expression in multiple and nevertheless specific brain areas
[10]. Recently, we have extended the analysis of Gnrhr expression to embryonic and postnatal
developmental stages in extra-pituitary sites, including notably the limbic system, in order to improve
our knowledge about the temporal onset and time-course of Gnrhr promoter activity [11, 12]. This led
to the discovery of novel expression sites raising the question of the transcription mechanisms that

direct Gnrhr expression in such unexpected sites.

Several groups, including ours, have identified cis-acting elements and trans-acting factors that
mediate Gnrhr expression in pituitary gonadotrope cells. In particular, in vivo and in vitro approaches
have demonstrated that, in addition to their leading role in early stages of pituitary ontogenesis, the
LIM homeodomain proteins LHX3 and ISL1 play a crucial role in cell-specific expression of Gnrhr in
the developing pituitary [13, 14]. Interestingly, these homeodomain transcription factors are also key
regulators of several developmental pathways. In particular, LIM homeodomain proteins LHX3 and
ISL1 synergize with bHLH transcription factors to specify motor neuron subtype identity in the

embryonic spinal cord [15]. In the chicken retina, photoreceptors transiently express LIM
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homeodomain proteins during development, before the onset of synaptogenesis and expression of
terminal differentiation marker genes such as those encoding photopigments [16]. Besides, conditional
inactivation of Isl1 in the primordium of the neural retina leads to a significant reduction in bipolar,
cholinergic amacrine and ganglion cells [17]. In situ hybridization experiments further demonstrate that
bipolar cells not only express Isl1 but also Lhx3, Lhx4 and Nli (Ldb1), the latter mediating homo and
heterodimerisation of LIM domain transcription factors. Another homeodomain transcription factor,
OTX2, the vertebrate ortholog of the drosophila orthodenticle factor, was recently shown to be
involved in both pituitary and retina development. Indeed, in human, if most of the OTX2 heterozygous
loss-of-function mutations cause severe ocular malformations [18], several novel mutations have been
recently reported to result either in isolated combined pituitary hormone deficiency [19] or in pituitary

hormone deficits associated with ocular malformation [20, 21, 22].

The retina is functionally related to the pineal gland. Indeed, pinealocyte and retinal photoreceptors
have probably evolved from an ancestral photoreceptor as evidenced by the expression, in both
tissues, of common marker genes involved in phototransduction and melatonin synthesis [23, 24].
Furthermore, these marker genes are controlled by similar transcription factors such as the paired-like
homeodomain transcription factors OTX2 and CRX (Cone-Rod homeoboX-containing gene), as well
as PAX6, a member of the paired box gene family. OTX2 is expressed notably in rod and cone
photoreceptors as well as in pinealocytes [24, 25]. Conditional Otx2 ablation in mice precludes retinal
photoreceptor cell fate determination and development of the pineal gland [26]. Similarly, targeted
disruption of Crx results in decreased expression of photoreceptor- and pineal-specific genes with
associated retinopathy and attenuated circadian entrainment [27]. Homozygous small eye (Sey/Sey)
mice lacking functional PAX6 protein fail to develop a pineal gland [28]. Likewise, conditional
inactivation of Pax6 in retinal progenitor cells results in the exclusive generation of amacrine
interneurons, thus restricting the retinogenic potential of progenitor cells to only one of the six cell fates

normally expected [29].

The presence of common transcription factors in the pituitary and retina together with the close
functional relationship between the retina and pineal gland led us to assess whether these organs

express Gnrhr. We thus first used the transgenic model expressing Gnrhr-hPLAP to monitor Gnrhr
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promoter activity during retina and pineal gland development in vivo. We also analyzed the

transcriptional mechanisms involved in retina and pineal-specific activity of Gnrhr promoter.

Materials and Methods

Animals were housed and maintained according to published national guidelines and with approval
from the experimental animal committee of the Jacques Monod Institute (Agreement A75-05-09,
Centre National de la Recherche Scientifique, Paris 6 and Paris 7 Universities, Paris, France). Three
transgenic mouse strains expressing hPLAP under the control of the Gnrhr promoter have been
generated by additional transgenesis as previously described [10]. The Gnrhr-hPLAP transgene was

integrated as a single copy gene in the strain used in this study.

Histochemistry and immunocytochemistry

Experiments were performed as previously described [10, 13]. Briefly, male transgenic mice
homozygous for the 3.3 kb Gnrhr-hPLAP (Strain 1) were used (2-3 animals for each age group).
Mouse heads or dissected brains were fixed in 4% paraformaldehyde. After two washes with PBS,
tissue samples were successively incubated in 12, 15, and 18% sucrose in PBS at 4°C for 24 h each,
and then frozen at -60°C. Sixteen micrometer cryostat sections of brains were mounted onto slides,
heated at 65°C to inhibit endogenous phosphatases, and incubated with a mixture of chromogenic
enzyme substrates containing nitro blue tetrazolium and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate
(NBT/BCIP) in the appropriate buffer. To visualize nuclei, 4’, cis-diamidino-2-phenylindol (DAPI)

staining was used as a counter stain.

Cell cultures and plasmid constructs

CHO and aT3-1 cell lines were maintained in monolayer cultures using high glucose Dulbecco's
Modified Eagle's Medium supplemented with 10% fetal bovine serum and 50 pg/ml gentamicin at 37°C
in humidified 5% CO2, 95% air. The Gnrhr promoter luciferase fusion constructs were previously
described and numbered relative to the A of the ATG translation start codon at position +1 [13, 30, 31].

Briefly, the pLuc1.1kbGnrhr construct resulted from the insertion of the -1135/-32 fragment of the
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5'upstream sequence of the rat Gnrhr promoter into the pGL3 basic vector containing the firefly
luciferase reporter gene (Promega). This promoter fragment includes the start sites of transcription
previously described and all the cis-active elements that have been characterized in aT3-1 and LBT2
gonadotrope cell lines. Activity of this construct displayed a 13- to 14-fold increase over the minimal
prolactin (Prl) promoter in gonadotrope cells. Other Gnrhr promoter fusion constructs were obtained by
5' deletion, generating promoter fragments ending at -475 (pLuc0.44Gnrhr), -316, -222, -180, -136, -
101, and -56. The pLuc0.44Gnrhr is deleted of the LIM homeodomain response element and displays
a 4- to 5-fold activity over minimal Prl promoter in gonadotrope cell lines. Luciferase constructs
containing promoters mutated on CREB and AP1 elements have been previously described [13].
Promoters mutated on the TAAT motifs within the -475/+32 region were obtained according to the
same strategy. Briefly, reverse and forward primers (see table 1) containing mutated TAAT motifs
where used in two separate PCR together with forward and reverse primers complementary to pGL3
vector sequences flanking the -475/+32 promoter, respectively. The resulting products from these two
PCR, that partially overlap on the mutated TAAT motif, were mixed together and then used as
template DNA in a third PCR using the pGL3 primers to reconstruct the entire mutated promoter. The
amplified product was then digested with Hindlll and Xhol restriction enzymes, gel purified, and
inserted into the modified pGL3 basic vector as previously described [13]. Expression vectors coding
for ISL1, LHX3 and CREB and CRX were obtained from Dr. Jacques Salbert, Pr. Simon Rhodes, Dr.
Richard Montminy and Dr. Marianne Bernard, respectively. Expression vectors for OTX2 and NUR77
were obtained from Dr. Thomas Lamonerie and Dr. Pulak Manna, respectively. Expression vectors for
PITX1 and PITX2 were obtained from Dr. Hélene Quentien. PROP1 expression vector was generated
in the laboratory. Briefly, total RNA purified from rat pituitary was reverse transcribed and the resulting
cDNA was amplified using Propl-specific sense and antisense primers containing restriction sites for
BamH1 and EcoR1, respectively. The amplified product was then digested with restriction enzymes
and inserted into the pcDNA3.1(-)/myc-His A plasmid (Invitrogen) using classical procedures. OTX1
expression plasmid was obtained following the same procedure except that mouse pituitary RNA was

used as template for reverse transcriptase.

Transient transfection assays
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CHO cells were transfected with rat Gnrhr promoter luciferase fusion constructs (150 ng) together with
pRL-SV (10 ng) and co-transfected with expression vectors (10 ng each) or equivalent amount of
pcDNAS3 using 0.9 pl Lipofectamine 2000 in 100 pl Opti-MEM culture medium per well of a 48-well
plate for 4 to 6 h. According to the alternate supplier's protocol, cells were plated together with the
transfection mix (Invitrogen). Thereafter, 400 ul of DMEM medium supplemented with 2% fetal bovine
serum and 10 pg/ml gentamicin were added to each well. The pRL-SV vector (Promega) expressing
Renilla luciferase reporter gene under control of the early SV40 enhancer/promoter region was
systematically used to monitor transfection efficiency. Promoter activity was measured 36 h after
transfection using the dual luciferase assay (Promega) and evaluated as the ratio of firefly luciferase

activity to Renilla luciferase activity.

RNA preparation, reverse transcription and PCR amplification

Total RNA was isolated from tissues of developing and 5 week-old Sprague-Dawley rats using Tri
Reagent (Sigma-Aldrich) or with RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) for younger rats
(E19-PO retinas). First strand cDNA from 1 yg RNA of each sample was synthesized using the
Superscript 1l reverse transcriptase (Invitrogen). PCR amplifications were usually performed for 35
cycles using a Biorad gradient thermal cycler, in a final volume of 20 ul with 0.4 ul cDNA solution. In
the developing retinas, 40-cycle PCR were performed in a final volume of 50 pl with 10 yl cDNA
solution using E2-E3 forward and reverse primers (table 2). In adult pineal and retina, a first
amplification of 25 cycles was performed using 2 pl cDNA solution in 50 yl solution, followed by 35
cycles performed on 1 pl of the previous amplification product in a final volume of 50 pl. During the first
round, the primers used were Gnrhr (E1-E2) forward and Gnrhr (E2-E3) reverse. The second semi-
nested amplification was performed using the Gnrhr (E1-E2) forward and reverse primers. The

oligonucleotide primer sequences used were as indicated in table 2.
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Results

Transgene expression in the retina and pineal gland during ontogenesis

To determine whether Gnrhr promoter is active in retina and pineal gland, we monitored its activity in
vivo using our transgenic mouse model expressing the hPLAP under the control of the 3.3 kb rat Gnrhr
promoter. Analyses were performed on serial brain sections at various stages of development and
revealed that transgene is expressed in both organs during embryonic development. Staining was
detected as early as at embryonic day (E) 13.5 in some but not all cells of the developing pineal gland
(Fig. 1A). At E14.5, two populations of cells could also be detected, those expressing Gnrhr-PLAP and
those remaining negative for transgene expression (Fig. 1B). Correspondingly, at E18.5 (not
illustrated) as well as at birth referred to as postnatal day (P) 0, only approximately half of the pineal
cells were consistently stained, forming chain-like clusters (Fig. 1C). A strong staining was also
observed in the developing retina. However, the onset of transgene expression occurred later than in
the pineal since it was not detected at E14.5 (not illustrated). At E17.5, a 3-dimensional reconstitution
using serial sagittal sections of the eye allowed the localization of the unlabeled region of the retina
(Fig. 1D-G). This region was restricted to the caudo-temporal domain, and the overall staining
corresponded to areas where neuroblast division still occurs, mainly close to the peripheral edges of
the retina. At E17.5 and E18.5, two cell layers were distinguished in the neural retina, the neuroblast
and ganglion cell layers (Fig. 1H-J). A robust staining was detected at the outer edge of the neuroblast
layer together with a weaker labeling at the neuroblast and ganglion cell layer boundary (Fig. 1J).
Interestingly, some labeled cells of neuron-like appearance were obviously present at the boundary
between neuroblast and ganglion cell layers, suggesting that some cell migrations occur between
outer and inner cell layers (Fig. 11). Consistently, a faint staining was observed in the differentiated
ganglion cells together with labeled fibers within the optic nerve (Fig. 1K). At birth, staining was
equivalent to E18.5 with a predominant transgene expression within the neuroblast layer and only a

faint expression at the neuroblast and ganglion cell layer boundary (Fig. 1L).

In the post-natal retina, transgene expression was still observed at P7, but was restricted to a thin

dorsal-temporal region (Fig. 2, A-B). Furthermore, staining in the adult retina at P44 was either no
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longer visible or strongly decreased depending on the animals tested. When present, staining was
restricted to 4 differentiated layers: the external segment of photoreceptors, the outer and inner
plexiform layers and the ganglion cell layer (Fig. 2C). In rodent, the mature pineal gland is composed
of three parts, the superior pineal, the pineal stalk, and the deep pineal [32]. In the course of mouse
brain dissection at the postnatal stages of development here illustrated (P8 and P44, Fig. 2), the
superior pineal was usually lost in contrast to pineal stalk and deep pineal. After birth, transgene
expression was still present in these two parts of the pineal gland (Fig. 2D-E), with strongly labeled
cells localized notably in the pineal stalk at P8 (Fig. 2E). Similarly, at P44, hPLAP activity was clearly
detected in the stalk part and deep pineal gland (Fig. 2F). Counter-staining with DAPI underlined the
presence of unlabeled cells intermingled with transgene expressing cells in both the stalk (Fig. 2E) and

deep (Fig. 2G) pineal.

The Gnrhr is expressed with Otx2 in the pituitary, the pineal gland and the retina

To verify whether the retina and the pineal gland express genuine Gnrhr as well as the gene encoding
its ligand, developing and adult rat tissues were dissected and RNA was analyzed by reverse
transcription coupled to PCR (see Materials and Methods). Primers used are indicated in Table 2. In
the developing retina at E19 as well as at birth Gnrhr mRNA was detected, indicating that the
endogenous Gnrhr gene is transcribed in this organ (Fig. 3A, left panel). A similar observation was
done for the gene encoding the ligand Gnrh gene. In adult animals, Gnrhr expression was obvious in
the pituitary, as expected, whereas expression in retina and pineal gland was only detected using
nested RT-PCR (Fig. 3A, right panel). Further, both pituitary gland and retina expressed Gnrh mRNA

whereas it was not detected in the pineal gland.

In the pituitary, Gnrhr expression is regulated by different transcription factors interacting with specific
response elements on the Gnrhr promoter (Fig. 3B), and that may also be involved in retina- and
pineal-specific Gnrhr expression. These factors include the LIM homeodomain proteins LHX3 and
ISL1, acting as heterodimers to transactivate rat Gnrhr promoter in gonadotrope cells through a distal
response element localized at -873/-852 [13]. Gnrhr gonadotrope transcription also implicates the well

characterized factors Activator protein 1 (AP1), NR5A1 (nuclear receptor subfamily 5, group A,
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member 1), most commonly referred to as steroidogenic factor 1 (SF1), and cyclic AMP response
element binding protein (CREB) [30, 31]. These factors bind to elements clustered within the proximal
domain. Four additional factors were taken into account: the paired-like factor Prophet of PIT1
(PROP1) and the mammalian homologue of drosophila Orthodenticle 1 (OTX1) for their role in
gonadotrope differentiation and function, NR4A1 (nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1,
most commonly referred to as NUR77) for its modulatory role on mouse Gnrhr expression, and lastly

OTX2 for its leading role in retina and pineal differentiation [26, 33, 34, 35,36, 37].

To determine whether some of these transcription factors might activate transgene expression in the
retina and the pineal gland, we have first analyzed their mRNA levels in these two tissues. Inspection
of transcription factor gene expression revealed that the pituitary code involving LIM, paired-like
homeodomain proteins and nuclear receptor SF1 is incomplete within these tissues (Fig. 3C). Indeed,
whereas mRNA encoding for Otx1, Creb, cFos, and Nur77 were found to be expressed in all tissues
tested, Sf1 and Propl mRNA were detected neither in the retina nor in the pineal gland. Furthermore,
the two LIM homeodomain mRNA Isl1 and Lhx3 were detected in the retina but not in the pineal gland.
As expected, Otx2 mRNA was detected in both the retina and pineal. Interestingly, Otx2 mRNA was

also expressed in the pituitary.

The pineal/retina transcription factor OTX2 acts in synergy with CREB in non gonadotrope

cells whereas it cooperates with PROP1 in gonadotrope context

To determine the transactivating abilities of the identified transcription factors, expression vectors
encoding CREB, NUR77, OTX2, ISL1 and LHX3 were cotransfected together with the luciferase
construct driven by the 1.1 kb rat Gnrhr promoter (pLuc1.1Gnrhr) into the CHO cell line (Fig. 3D). As
already observed in previous experiments, when transfected alone, pLuc1.1Gnrhr only displayed a
very reduced luciferase activity (Fig. 3D) similar to the empty pGL3 vector (not illustrated), indicating
that CHO cells do not express Gnrhr-specific transcription factors. When cells were cotransfected with
pLuc1.1Gnrhr and expression vector coding either for CREB, NUR77, OTX2 or a combination of ISL1
and LHXS, in order to reconstitute an active heterodimer, only CREB was able to enhance Gnrhr

promoter activity. Various combinations of transcription factors were then examined. Interestingly, in
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the absence of CREB, none of the combinations tested was efficient on promoter activity (Fig. 3D).
Furthermore, adding CREB in most combinations led to a marked increase in promoter activity,
demonstrating a synergistic effect between CREB and ISL1/LHX3 or OTX2. NUR77 also increased
CREB-induced stimulation but the increase was not significant as compared with CREB alone. The
association of CREB with OTX2 (or with LHX3/ISL1) led to an 8-fold increase in luciferase activity.
This increase in promoter activity could not be further significantly enhanced by the addition of any
other factor tested. Co-transfection assays in CHO cells of a shorter Gnrhr promoter (-475/-32)
construct (pLuc0.44Gnrhr) together with expression vectors for CREB and OTX2 indicated that OTX2
response was preserved with this proximal promoter fragment (data not shown). Because
homeodomain transcription factors interact with response elements containing a TAAT core motif, at
least one of the eight TAAT motifs identified within this proximal promoter might be involved in OTX2

responsiveness.

Given that Lhx3 and Isl1 transcripts were not detected in the pineal gland, these data suggest that
OTX2 together with CREB are the best candidates for stimulation of Gnrhr expression in both pineal
gland and retina. Since OTX2 and CREB were also detected in the pituitary, they may further
contribute to the gonadotrope-specific transcription code that activates pituitary Gnrhr. Therefore, in
addition to the CHO cell line used as a non-pituitary cell model, the aT3-1 cell line, commonly used to
study marker genes of the gonadotrope lineage, was chosen here to monitor the potential effects of
CREB and OTX2. Surprisingly and in contrast with CHO cells, no cooperative effect of OTX2 with
CREB was observed in the gonadotrope cell context whatever the construct tested, long or short
promoter/luciferase fusion constructs (data not shown). Further analysis was then carried out with
other transcription factors, namely OTX1, ISL1, LHX3, and PROP1. Co-transfection assays of
expression vectors for these factors together with pLuc0.44Gnrhr construct in aT3-1 cells indicated
that only PROP1 cooperated with OTX2 (or OTX1), the latter being completely ineffective alone as

already observed in CHO cells (Fig. 3E).

In non gonadotrope cells, Gnrhr promoter activation mediated by OTX2 involves DNA motif

distinct from gonadotrope response element.
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We then designed promoters mutated on four different TAAT motifs present within the -475/-32
promoter region of the pLuc0.44Gnrhr construct. To identify the OTX2 response elements, these
mutant promoters were first tested in the aT3-1 cell line using the pituitary-specific PROP1/0TX2
combination. As illustrated in Fig 4B, two of these motifs, numbered 2 and 3 were involved in the
transacting capacity of PROP1/OTX2 in aT3-1 gonadotrope cells. In particular, mutation of the TAAT
numbered 2 abolished the PROP1/0TX2 stimulation of Gnrhr promoter activity in gonadotrope cells
(Fig. 4B).Targeted mutation of the TAAT numbered 3 was far less effective, decreasing only slightly
the PROP1/0OTX2 effect. To determine whether PROP1/0TX2 might transactivate the Rgnrh promoter
in a cooperative manner in a non gonadotrope cell context, CHO cells were cotransfected with
pLuc0.44Gnrhr together with expression vector encoding for PROP1 and OTX2. As illustrated in
Figure 4B (lower panel), PROP1 was able to stimulate the Gnrhr promoter under these conditions.
However, in contrast with aT3-1 cells, the cooperative effect of OTX2 was lost suggesting that one or

several additional partners specifically expressed in gonadotrope cells are required.

The TAAT mutants were then tested in the CHO cell context to determine whether similar or different
motifs were implicated in OTX2/CREB responsiveness. None of these TAAT mutations prevented the
CREB/OTX2 response (Fig. 4C). Rather, mutation of TAAT 2, 3, and 4 led to increased promoter
activity in response to CREB or CREB/OTX2 stimulations. Thus, these TAAT core motifs do not
mediate OTX2 transactivation in CHO cells in contrast with aT3-1 cells. To delineate CREB/OTX2
response elements, we further used promoters harboring targeted mutations on CREB and AP1
response elements as previously described [13]. Single mutation targeting either the AP1 or CREB
response element was inefficient. Only mutations on both AP1 and CREB response elements
dramatically reduced promoter activity in response to CREB and CREB/OTX2, suggesting that CREB
interacts indifferently with either AP1 response element or CRE. In the AP1/CRE mutant construct
tested, the CREB response appeared to be partially preserved whereas the functional interaction

between CREB and OTX2 was fully abolished.

The data presented above suggested that functional interaction between OTX2 and CREB required
binding of CREB to DNA at the AP1 and/or CREB response element. To assess whether this

functional interaction also required OTX2 binding to a bona fide element, sequence of the -475/-32

135



Gnrhr expression in pineal gland and retina - 13

promoter fragment was further analized, revealing four additional TAAT motifs, referred to as TAAT 5
to 8, and located at -439/-436, -331/-328, -201/-198, and -163/-160 (Fig.5A). To evaluate their
potential implication in CREB/OTX2 interaction, 5'deletion mutants were tested for their ability to
respond to CREB and OTX2 (Fig. 5B). Deletion of the promoter fragment located between -475 and
-316 did not alter the response to CREB/OTX2, thus excluding the 2 TAAT motifs (numbered 5 and 6),
located at -439 and -331. This also corroborated the non-involvement of the other TAAT motifs located
within this region (numbered 1, 2, 3, and 4). Deletion of promoter up to —180 did not prevent full
response to CREB and CREB/OTX2 stimulation, further excluding the implication of the -201/-198
TAAT motif (numbered 7). Additional deletion to -136 specifically abolished OTX2 stimulation without
interfering with CREB-induced stimulation, suggesting that the OTX2 response element is located
between -180 and -136. The core TAAT motif of response elements for homeodomain transcription
factors at -163/-160 (numbered 8) is thus likely involved in OTX2 response. Additional further deletions
to -101 or -56, leading to CRE deletion, abolished CREB-induced stimulation, in agreement with data
obtained with the double CRE/AP1 mutant. Altogether, these data suggested that the stimulation
induced by CREB is mediated through both AP1 element and CRE whereas the stimulatory effect of
OTX2 depends on the TAAT motif located at -163/-160 (Fig. 6). Interestingly, this motif displayed
sequence homology with the PROP1/0OTX2 response element with four homologous bases nearby the

TAAT core motif (Fig. 6).

Discussion

In the present study, we demonstrate for the first time that rat Gnrhr promoter is active in vivo in two
functionally related organs, the retina and the pineal gland. The onset of gene activity occurs during
embryonic life, first in the pineal gland as early as E13.5 and later on in the retina, at E17.5. We also
provide evidence that some of the transcription factors activating Gnrhr in gonadotrope cells such as
CREB and NUR77 are present in these tissues. However, some critical gonadotrope-specific factors
are either absent, like SF1, or only detected in the retina like LHX3 and ISL1. More importantly, we
establish that a major transcription factor presiding to both pineal and retina cell differentiation, OTX2,
is also a key factor directing Gnrhr promoter activity in pituitary as well as in non-pituitary cells. Indeed,

in transient transfection assays in non gonadotrope CHO cells, OTX2 acts synergistically with CREB
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to activate the Gnrhr promoter. In these cells, CREB enhances promoter activity through the same
response element previously identified in gonadotrope cells. However, it may also alternatively
transactivate the promoter through the AP1 element. In these cells, OTX2 acts via a newly
characterized response element which is localized in the proximal part of the promoter at 60 bp
upstream of the CREB response element. In contrast, in gonadotrope cells, OTX2 associates with
PROP1, but not with CREB, and this tandem of paired-like homeodomain factors interacts on two
TAAT motifs located between -388 and -357 in the vicinity of the AP1 element. Altogether, these data
suggest that the combinatorial code presiding to pineal- and retina-specific expression of the Gnrhr is
different from the gonadotrope-specific combination. The underlying mechanisms may result, at least
in part, from different associations of transcription factors as evidenced by the fact that OTX2
preferentially cooperates with CREB in an extra pituitary cell context whereas it preferentially
associates with PROP1 in a gonadotrope cell context. We cannot however exclude that additional

mechanisms take place in vivo in Gnrhr-expressing cells of the retina and pineal gland.

The ontogenetic expression of Otx2 mRNA and protein in the retina have been previously reported in
the rat [38]. OTX2 was expressed at E20 (approximately equivalent to E18-E19 in the mouse) in the
retina pigment epithelium and mainly in the outer part of the neural retina. In addition, OTX2 was also
present in the ganglion cell layer and at the boundary between the neuroblast and ganglion cell layers.
With the exception of the retinal pigment epithelium, the spatial pattern of OTX2 expression therefore
reflects the topological repartition of transgene expression. In the adult mouse retina, cytoplasmic
transgene expression in the external segments of photoreceptor and in their axonal projections is also
in agreement with the described OTX2 expression in photoreceptor nuclei of the outer nuclear layer

[25].

Data obtained in gonadotrope cells suggest that OTX2 also participates, together with PROP1, to the
regulation of Gnrhr expression. Recently, two other targets of OTX2 have been identified in the
pituitary, the genes encoding for the paired-like transcriptional repressor HESX1 and the Pou-
homeodomain factor POU1F1, most commonly referred to as PIT1 [20]. Both factors play crucial roles
in pituitary ontogenesis [for review see 39]. HESX1 is transiently expressed until E12 and prevents the

premature expression of PROP1, which, in turn, together with f—catenin represses Hesx1 expression
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after E12. Both factors are sequentially required for the proper expression of PIT1, which, in turn, is
required for the differentiation of the somatotrope, lactotrope and thyreotrope lineages. Our data
showing the activation of the Gnrhr promoter by OTX2 further suggest a direct involvement of OTX2 in
the terminal differentiation and/or maintenance of the gonadotrope lineage. Thus, OTX2 could perform
distinct functions in pituitary lineage specification depending on the stage of pituitary development, in
the early steps by activating Hesx1, and, later on, by regulating Pitl as well as Gnrhr expression.
Comparatively, in mouse retina and pineal gland, OTX2 is required for appropriate differentiation of
photoreceptors and pinealocytes, respectively. Consistent with this, OTX2 transactivates several
genes in both organs, namely genes encoding for arylalkylamine N-acetyltransferase and
hydroxyindole-O-methyltransferase which are enzymes involved in melatonin synthesis. More
importantly, OTX2 transactivates Crx that encodes a transcription factor belonging to the same family.
Otx2 expression in the rat retina is detected at E16 and precedes the expression of Crx [38]. The
expression of both genes is maintained several weeks after birth suggesting that they play major roles
not only during ontogenesis but also after the achievement of photoreceptor cell and pinealocyte
differentiation. In human patients, OTX2 loss-of-function mutations are associated with a broad
spectrum of phenotypes that range from bilateral anophtalmia to mild microphtalmia. In addition, only a
minor part of them causes combined or isolated pituitary deficiency. These variable phenotypes
observed in human patients bearing an OTX2 mutation could reflect, at least for a part, functional
redundancy between OTX2 and other factors, notably the closely related OTX1 factor. In support of
such a hypothesis, we did not observe any significant difference in the activation of the Gnrhr promoter
using either OTX1 or OTX2 in association with PROP1 (Fig. 3E). Lastly, the role of OTX2 in the
regulation of Gnrh expression has been well characterized in the GT1-7 neuronal cell line [40].
Therefore, OTX2 might regulate expression of both receptor and ligand genes in these cells thus

favoring the establishment of an autocrine regulatory loop.

In several organs including pituitary, hippocampus and amygdala, we have been able to correlate
Gnrhr-hPLAP and genuine Gnrhr expression [11, 12]. Likewise, in the present study, we were able to
detect endogenous Gnrhr expression in agreement with the ability of the pineal gland and retina to

express the hPLAP transgene. However, the levels of Gnrhr expression in the retina, notably in the
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adult animal, were noticeably lower than in the pituitary. The high sensitivity detection, reliability and
reproducibility of the enzymatic hPLAP reaction is obviously a decisive advantage to study, at the cell
level, sites that express low levels of Gnrhr mRNA or display low number of GnRHR-expressing cells.
This improved detection as compared to in situ hybridization or radio-receptor assays, most probably
explains why GnRHR has not been detected earlier in the retina and pineal gland. Indeed, to our
knowledge, this is the first study reporting the expression of Gnrhr simultaneously in both organs in
mammals. In other vertebrates such as teleost fishes, the presence of GhnRHR in the retina has been
suspected for several years because GnRH was reported to modulate the physiology of fish amacrine
and ganglion cells, when applied exogenously [41]. Recent evidence reported that Class 1 GnRHR is
indeed expressed in retinal amacrine cells of the teleost Astatotilapia (Haplochromis) burtoni whereas
class 2 GnRHR is expressed in the ganglion cell layer [42]. Also, GnRHR was identified in the retina of
four coral reef fishes [43]. The terminal nerve in fish constitutes the support of one vertebrate
centrifugal visual system that has been extensively reviewed by Repérant et al [44, 45]. It projects to
retina and mainly contains GhnRH and FMRFamide immunoreactive materials. In mammals, data are
extremely scarce and come from isolated observations in a few number of species like rhesus
macaque, opossum, vole, bat and rat [44, 45, 46]. A limboretinal centrifugal visual system has been
described in the rat, with GnRH immunoreactive neurons in the indusium griseum, the olfactive
tubercules and most importantly in the dentate gyrus, which probably projects toward the retina [47]. In
rodents, retinal GnRHR may thus be stimulated by GnRH transported through such potential
centrifugal visual systems and these efferent fibers may influence retinal information processing.
Because we have detected GnRH mRNA in the retina, an alternative and non exclusive hypothesis is
that GnRH acts through paracrine and/or autocrine mechanisms within the retina. Regarding the
pineal gland, Gnrhr mRNA expressed in the pituitary was further detected in the pineal gland of the
European sea bass [48]. Recent data from this group have demonstrated that GnRH stimulated
nocturnal melatonin release by the pineal organ [49]. Similar observations have been done in vitro on
pineal glands isolated from adult female rats [50]. As suggested by the detection of immunoreactive
fibers [51], GnRH could possibly reach the gland by direct neuronal projections. The neuropeptide

might also be transported from the median eminence via the cerebrospinal fluid [52], although recent
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data suggest that CSF GnRH only modulates sites close to the infundibular recess of the third

ventricle [53].

It is well known that circadian rhythmicity and reproduction are interconnected. Many studies have
indeed provided insight into the mechanisms by which melatonin affects GnRH secretion. The
reciprocal relationship has been the subject of much fewer studies and the attempts to detect GnRHR
in the pineal gland were of poor success in mammals [for review see 32]. The demonstration, in the
present study, that Gnrhr is active both in pineal gland and retina, suggests that part of the
mechanisms presiding to the onset of its expression might be conserved among vertebrates. A precise
characterization of such mechanisms should help to better understand how GnRH interferes with

seasonal and circadian control of reproductive physiology.
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Figure legends

Fig. 1. hPLAP expression in the pineal gland and retina during embryonic development and at

birth.

Transgene expression in the pineal gland (A-C). hPLAP activity was revealed by histochemistry
using NBT/BCIP substrates and counterstained or not with DAPI (see Materials and Methods). Bright
field images of transgene expression in the pineal gland at E13.5 (A), E14.5 (B), and at birth (left panel
C), counterstained with DAPI (right panel C). Transgene expression in the retina (D-L). 3D
reconstruction using 18 serial sections of the eye at E17.5 (D). The labeled areas appear in grey, the
lens in blue and localization of the optic nerve is colored in pink. The schematic diagram at the top of
panel D illustrates the orientation of the D1 to D4 views. The D1’ schematic diagram indicates the
localization of the E, F, and G sections. Bright field images of three out of the 18 serial sections used
in the 3D reconstruction of the eye (E, F, G). Transgene expression in the retina at E18.5 (H), at the
exit of the optic nerve (K), at birth (L). Higher magnification of the areas framed in H (I and J). Scale
bars: 50 ym in A,B,C, and K ; 100um in E, F, G, H and L. Abbreviations: bv: blood vessel; GCL:

ganglion cell layer; NBL: neuroblast cell layer.

Fig. 2. hPLAP expression in the pineal gland and retina during the postnatal period.

hPLAP expression was revealed by histochemistry using NBT/BCIP substrates and counterstained or
not with DAPI (see Materials and Methods). Transgene expression in the retina. Bright field image
of the retina at P7 (A) and P44 (C). In C, The different layers of the retina are indicated. Higher
magnification of the area framed in A (B). Transgene expression in the pineal gland at P8 (D, E)
and P44 (F, G). Bright field image of a coronal brain section illustrating hPLAP expression in pineal
stalk (D). Higher magnification of the pineal stalk. (E) Bright field image of the pineal stack showing
hPLAP staining in true colors (top left panel) and false red color (top right panel). Fluorescence image

of DAPI counterstaining of the pineal stack (bottom left panel) and merged images of hPLAP staining
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(red) and DAPI counterstaining (blue) (bottom right panel). Same image processing as in D and E at
the level of the deep pineal gland at P44 (F and G). Scale bars: 50 ym in C; 100 ym in A and F; 500
um in D. Abbreviations: V3: third ventricle; ME: median eminence; AQ: cerebral aqueduct; PS: pineal
stalk; DP: deep pineal; rpe: retinal pigment epithelium; os: outer segment of photoreceptor cells; is:
inner segment of photoreceptor cells; onl: outer nuclear layer ; opl: outer plexiform layer; inl: inner

nuclear layer; ipl: inner plexiform layer; gcl: ganglion cell layer.

Fig. 3. Mechanisms underlying Gnrhr promoter activity in an extra-pituitary context.

Gnrhr and Gnrh transcripts in rat pineal gland and retina (A). RNA from pineal and retina of
developing and adult tissues were extracted, reverse-transcribed and cDNA was then amplified by
PCR or by semi-nested PCR as described in Materials and Methods (see table 2 for primer
sequences). Schematic drawing of the -1135/-32 Gnrhr promoter/luciferase fusion construct
(pLucl.1Gnrhr) (B). This schematic diagram illustrates active response elements characterized in the
aT3-1 gonadotrope cell line. Comparison of transcription factors transcripts detected in the
pineal gland, retina and pituitary (C). RNA from the three adult rat tissues was reverse-transcribed
and amplified by PCR using the forward and reverse primers indicated in table 2. Creb, cFos, Nur77
and Otx2 transcripts were detected in the three tissues. Synergistic activation of the Gnrhr
promoter by CREB and OTX2 in an extra-pituitary context (D). The pLuc1.1Gnrhr construct
containing the firefly luciferase reporter gene under the control of -1135/-32 Gnrhr promoter into the
pGL3 vector was transfected into the non gonadotrope CHO cells together with expression vectors
either for CREB, OTX2, LIM homeodomain proteins LHX3 and ISL1 (LIM), NUR77 or same
complementary amounts of pcDNA3 control vector (minus sign) as indicated. Fixed amounts (10 ng) of
pSV-RL vector were also cotransfected in each well to monitor transfection efficiency. Values were
calculated as indicated in Materials and Methods and expressed as fold stimulation over control
pcDNAS cotransfected cells. Results are the mean = SD of three independent experiments performed
in triplicate. Synergistic activation of the Gnrhr promoter by PROP1 and OTX2 in gonadotrope
cell context (E). The pLuc0.44Gnrhr construct containing the firefly luciferase reporter gene under the

control of -475/-32 Gnrhr promoter into the pGL3 vector was transfected into the gonadotrope aT3-1
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cells together with one or two expression vectors, as described above for CHO cells. ns P>0.05, **

P<0.01, *** P < 0.001.

Fig. 4. Response elements involved in gonadotrope and non gonadotrope OTX2

responsiveness.

Schematic diagram of the short (-475/-32) promoter/luciferase fusion construct
(pLuc0.44Gnrhr) illustrating the localization of the targeted mutations on four selected TAAT
core motifs (black boxes) or on specific AP1, SF1 and CREB response elements (A). The
corresponding constructs were obtained by PCR amplification using mutated primers (table 1 and [31])
and inserted into the pGL3 vector upstream of the firefly luciferase reporter gene as indicated in
Materials and Methods. Response element involved in the PROP1/OTX2-induced transactivation
of the Gnrhr promoter in gonadotrope cells (B). The wild-type or mutated luciferase fusion
constructs were cotransfected with PROP1 and OTX2 expression vectors or same amount of pcDNA3
control vector as indicated into either aT3-1 or CHO cells. Response element involved in the
CREB/OTX2-induced transactivation of the Gnrhr promoter in non gonadotrope cells (C). The
wild-type or mutated luciferase fusion constructs were cotransfected into CHO cells with CREB and
OTX2 expression vectors or same amount of pcDNA3 control vector as indicated. All other details

were as indicated in Fig. 3D legend.

Fig. 5. The TAAT located at -163/-160 mediates the OTX2-induced stimulation of the Gnrhr

promoter in CHO cells.

Schematic diagram illustrating the four additional TAAT core motifs present in the proximal
part of the Gnrhr promoter. (A). The inactive TAAT motifs (1, 2, 3, and 4) previously tested are
shaded off in grey tint. Also, the 5'end of truncated promoters is indicated (-316/-32 to -56/-32) to show
which TAAT is deleted in each construct. Deletion of the region encompassing the -163/-160 TAAT
motif results in the abrogation of the OTX2 response (B). Vectors containing the firefly luciferase
reporter gene under the control of 5' deleted promoters were cotransfected with expression vectors for
OTX2, CREB or pcDNAS3 control vector as indicated. All other details were as indicated in Fig. 3D

legend.
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Fig. 6. Schematic drawing illustrating the response elements involved in CREB/OTX2- and
PROP1/0TX2-induced stimulation of Gnrhr promoter activity in extra-pituitary and gonadotrope

cell context, respectively.

In CHO cell context, CREB interacts with the consensus AP1 element at -352/-346 and with the CRE
at -110/-103. The TAAT element on the antisense strand at -163/-160 mediates the effect of OTX2. In
aT3-1 gonadotrope cells, PROP1 and OTX2 interact primarily with the TAAT localized at -368/-365
and to a minor extent with the TAAT localized at -360/-357. Therefore, depending on the cell context,
the same factor, here OTX2, associates with different partners, PROP1 in gonadotrope cells and
CREB in CHO cells, through distinct response elements. Sequence alignment between the two OTX2
response elements was performed using the ClustalW2 program provided by the European

Bioinformatic Institute (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalw2/). The (+) an (-) symbols indicate the

orientation of each element relative to the respective promoter.

Table 1. Sequence of sense and antisense primers used for TAAT targeted mutations.

Luc-S and Luc-A designate the forward and reverse primers that anneal with pGL3 sequences flanking
the -475/-32 Gnrhr promoter, respectively. Sequences of forward (S) and reverse (A) TAAT primers
used for targeting mutation on the TAAT motifs numbered 1 to 4 in Fig. 3 are indicated and

correspondingly numbered.

Table 2. Sequence of primers used in RT-PCR analyses.

RNA isolated from rat pineal gland and retina was reverse transcribed and the resulting cDNA were
submitted to PCR amplification using the forward and reverse primers indicated. To avoid false
positive, the forward and reverse primers were designed to anneal in two different exons. Concerning
the Gnrhr, two sets of primers were used, the first designed to anneal with sequences located in exon
1 and 2 [Gnrhr(E1-E2)] and the second designed to anneal with sequences located in exons 2 and 3

[Gnrhr(E2-E3)).
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Table 1 — Sequences of sense and anti-sense primers used for TAAT targeted mutation.

Primer name

Sequence

Luc-S 5"CTAACATACGCTCTCCATCA 3*

Luc-A 5"CTTCCAGCGGATAGAATGGC 3*
TAAT1ImM-S 5" AAACAACAGGTTTCTGCTTGGATCAGGATT 3*
TAAT1Im-A 5" TGATCCAAGCAGAAACCTGTTGTTTGGTGA 3*
TAATZ2m-S 5" TGCTTGGATAATATTATGAGTCACTTTTAACT 3"
TAAT2m-A 5"GACTCATAATATTATCCAAGCAACTCTAACGA 3"
TAAT3mM-S 5" TAATTGGATGTTATTATGAGTCACTTTTAACT 3"
TAAT3mM-A 5"GACTCATAATAACATCCAATTAACTCTAACGA 3"
TAAT4mM-S 5" TAATTGGATAATAGCATGAGTCACTTTTAACT 3*
TAAT4m-A 5"GACTCATGCTATTATCCAATTAACTCTAACGA 3*
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Table 2 — Sequence of primers used in RT-PCR experiments.

NCBI
Amplicon . . .
Target cDNA size Forward primer Reverse primer accession
number
Gnrh 168 bp | 5’ CCAGCACTGGTCCTATGGGT 3’ | 5’AGAGCTCCTCGCAGATCCCT 3’ NM 012767
Gnrhr . , . ,
(E1-E2) 220 bp | 5'CAGCCCTTAGCTGTCCAAAG 3' | 5'GGCAGCTGAAGGTGAARRAG 3 NM 031038
Gnrhr
244 bp | 5’ TCAGCTGCCTGTTCATCATC 3’ | 5/AACATTTCCGGATCAAACCA 3’ NM 031038
(E2-E3) -
Creb 132 bp | 5’ GGTGCCAAGGATTGAAGAAG 3’ | 5'ATTGCTCCTCCCTGGGTAAT 3’ NM 134443
cFos 129 bp | 5/ GGGAGTGGTGAAGACCATGT 3’ | 5’/ GCTGCAGCCATCTTATTCCT 3’ NM_ 022197
Nur77 194 bp | 5’ TGTTGCTAGAGTCCGCCTTT 3’ | 5’ AGGAACATCAACACCCAAGC 3’ NM 024388
Sf1 187 bp | 5’ TTACACGTGCACCGAGAGTC 3’ | 5’/ TGCTTTCTTCTGCTGCTTCA 3’ | NM 001191099
Isl1 207 bp | 5’ AGTCCGGAGAGACATGATGG 3’ | 5’ATCTGGGAGCTGAGAGGACA 3’ NM_017339
Lhx3 213 bp | 5'AGTCCGACAAGGACAGCATC 3’ | 5/GCAGCTCTCGAAACTGCTCT 3’ | XM 001059910
Prop1 153 bp | 5’ GACAGCTGGAGTCAGCCTTT 3’ | 5’ GGAGTAGTGACCGCTCTTGC 3’ NM_153627
Otx1 177 bp | 5’ ACCTCAAACAACCCCCATAC 3’ | 5’GGTAGCGAGTCTTTGCGAAC 3’ NM 013109
Otx2 250 bp | 5’GCACAACTTGACGTTCTGGA 3’ | 5’ACTGGCCACTTGTTCCACTC 3’ | NM 001100566
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4. Article 4 : Reporter transgenic mouse models highlight the dual

endocrine and neural facet of GnRH receptor function.

Ann N Y Acad Sci. (2011) 1220:16-22

Schang AL, Counis R, Magre S, Bleux C, Granger A, Ng6-Muller V, Chenut MC, Ishaq M,

Cohen-Tannoudji J, Laverriére JN

Nous avons ici entrepris de présenter les différents modeles trangéniques créés en plagant un
géne rapporteur sous le contréle du promoteur du Rgnrh (évoqués précédemment § Il / 2.5). Ces
données, complétées par des observations récentes réalisées au laboratoire, permettent de mettre en
lumiére le double aspect endocrine et nerveux que revétent les fonctions du RGnRH. L’aspect
endocrine est illustré par I'étude de I'hypophyse et des gonades, tandis que I'aspect nerveux est
abordé via 'étude de 'hippocampe ainsi que d’un nouveau site d’activité du promoteur du Rgnrh, la
voie oculomotrice constituée par les noyaux oculomoteurs (lll) et les nerfs qui en émergent. Cette
étude a notamment permis de faire le bilan des avantages et des limites propres a chaque modéle.
Concernant le modéle Rgnrh-hPLAP créé au laboratoire, ces aspects sont réexaminés et développés

dans le § 2.4 de la partie « VI-Discussion ».
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In the pituitary of mammals, the GnRH receptor (GnRHR) plays crucial roles in the neuroendocrine control of
reproductive function. This receptor is specifically expressed by the gonadotrope cells scattered among the five other
endocrine cell types constituting the anterior pituitary; it is also expressed in other organs, such as the gonads and
brain where its function is not well defined. To gain insight into GnRHR function, distribution, and regulation,
several transgenic approaches have been developed using a range of reporter genes under the control of the mouse,
rat, or ovine GnRHR gene (Gnrhr) promoters. Comprehensive reviews of the literature, together with recent results
obtained in our laboratory, illustrate how these transgenic models highlight the endocrine as well as the neural facet
of GnRHR function. In this review, the endocrine aspect will be discussed with regard to the pituitary and gonad
function, whereas the neural aspect will be discussed with regard to hippocampal formation and the oculomotor
pathway, the latter constituting an unpreviously described site of Gnrhr promoter activity. These approaches should

help elucidate the properties of the mammalian GnRH system.

Keywords: neuroendocrinology; GnRH receptor; transgenic mouse; promoter activity

Introduction

In mammals, the type I GnRH receptor (GnRHR)
mediates the neuroendocrine control of repro-
ductive function in the gonadotrope cells of
the anterior pituitary by converting the pulsatile
GnRH signals originating from the hypothala-
mus into a coordinated synthesis and secretion of
the two gonadotropins, luteinizing hormone (LH)
and follicle-stimulating hormone (FSH), which,
in turn, regulate multiple gonadal functions, in-
cluding folliculogenesis, ovulation, spermatogen-
esis, and steroidogenesis. Binding of GnRH to
its G protein-coupled receptor initiates a wide
array of signaling events, mainly through the
Gaq/11-phospholipase Cp pathway, leading to a
rapid increase in diacylglycerol and inositol 1,4,5-
triphosphate that induce protein kinase C acti-

16

vation and intracellular calcium mobilization, re-
spectively. The propagation of these signaling cas-
cades accounts for many of the biological effects of
GnRH.'”?

Besides, the GnRHR gene (Gnrhr) is further ex-
pressed in several extrapituitary sites including the
spinal cord, endometrium, human placenta, lym-
phocytes, breast, and prostate.*” The most docu-
mented sites of Gnrhr expression outside the pitu-
itary are the gonads and the brain, especially the
hippocampus and other related limbic structures,
such as the amygdala.®!* The presence of GnRHR
in the brain has indeed been reported by several in-
vestigators using two different approaches, namely
in situ hybridization and ligand binding assays.!!~!?
Despite accumulating evidence for Gnrhr expres-
sion both in the gonads and the brain, the roles
played by GnRH are still poorly defined.'* !>

doi: 10.1111/1.1749-6632.2010.05886.x
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The study of GnRHR physiology and distribu-
tion encounters two main obstacles. The first is the
heterogeneity of the anterior pituitary, which con-
tains six endocrine cell types with only few (10—
15%) scattered gonadotrope cells. Therefore, in vivo
exploration of gonadotrope function is rather com-
plex to interpret, leading investigators to favor the
use of in vitro homogeneous cell models, such as
the aT3-1 and LBT2 gonadotrope tumor-derived
cell lines.!®!” The second difficulty is the lack of
reliable antibodies to define the spatiotemporal dis-
tribution of the receptor and evaluate its expres-
sion level. In this context, mouse transgenic models
bearing reporter genes have provided alternative at-
tractive tools. Regarding the GnRHR, a rather small
number of models have been developed which used
different reporter genes driven by Gnrhr promoters
from three mammalian species. Two of these studies
were initiated using the luciferase reporter gene un-
der the control of the mouse (1.9 kb) and ovine (9
or 2.7 kb ) 5’ flanking regions of the Gnrhr.'¥ In
our laboratory, we have created transgenic mice ex-
pressing the human placental alkaline phosphatase
(hPLAP) driven by the 3.3 or 1.1 kb rat Gnrhr pro-
moter to monitor promoter activity in vivo in the
developing as well as adult animal.?’ More recently,
an elegant binary genetic approach based on the
specificity of Gnrhr expression has been developed
to direct high level of the yellow fluorescent pro-
tein (YFP) in gonadotrope cells.?! All these models
offer complementary insights into GnRHR physi-
ology and distribution. Data obtained using these
transgenic mice as well as recent results from our
laboratory highlight the dual endocrine and neu-
ral facet of GnRHR function. We will here illustrate
the endocrine side with special focus on pituitary
and gonads, whereas the neural aspect will be ded-
icated to the analysis of two brain structures, the
hippocampal formation and the oculomotor path-
way. The former of these brain structures is an al-
ready known site of extrapituitary Gnrhr expression,
whereas the latter is a novel one.

Endocrine functions of the GnRHR

Transgene expression in the adult pituitary
gland

The anterior pituitary is undoubtedly the most doc-
umented site of GnRHR expression and function'
and thus constitutes the most reliable site arguing
for the specificity of promoter activity in the above

Ann. N.Y. Acad. Sci. 1220 (2011) 16-22 © 2011 New York Academy of Sciences.
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cited transgenic models. In this regard, the 1.9 kb
mouse promoter directed high reporter gene expres-
sion in the pituitary as attested by luciferase assay
in cellular lysates of both 30- to 35-day-old males
and females.!® Similar results were obtained using
the 9 and 2.7 kb ovine promoters with significantly
higher luciferase expression in females than males
in adult mice.!” As gonadotropes are the only pi-
tuitary cells harboring GnRHRs, the alteration of
pituitary luciferase activity in both models after
GnRH antiserum treatment provided indirect ev-
idence for gonadotrope-specific transgene expres-
sion. Given the high sensitivity and resolution of
hPLAP detection, we have further improved analysis
of rat Gnrhr promoter activity at the single cell level
using our transgenic model. Indeed, immunocyto-
chemical analyses performed on pituitary sections
of these mice unambiguously demonstrated that the
3.3 kb rat promoter directs reporter gene expression
specifically in LHB and FSH@ but not in thyroid-
stimulating harmone 8 subunit or growth hormone
immunofluorescent cells.?’ The 1.1 kb rat promoter
was shown to be sufficient to direct pituitary trans-
gene expression ina cell-specific manner as observed
with its larger counterpart. Very similar data were
obtained with a recently developed double knock-
in mice model. In this binary genetic approach, the
Cre-recombinase was inserted into the Gnrhr lo-
cus whereas the YFP reporter gene, preceded by a
floxed stop signal, was inserted into the ubiquitously
expressed ROSA26 locus.?! The Cre-mediated exci-
sion of the stop signal led to a constitutive YFP
expression in about 15% cells of the male ante-
rior pituitary. Furthermore, the fluorescent signal
was only colocalized with LHB and/or FSH@ sub-
units as demonstrated by immunohistochemistry.
Hence, the models developed to date indicate that
mouse, ovine, or rat Gnrhr promoters all lead to re-
porter gene expression in the pituitary with direct or
indirect evidence for gonadotrope-specific expres-
sion. They have brought valuable information on
the physiological regulation of pituitary Gnrhr pro-
moter. For example, the regulatory role of GnRH or
estradiol in vivo was evidenced by pharmacological
treatments of luciferase-expressing mice.'®!” More-
over, YFP mice have allowed single-cell analysis on
living cells that have revealed unexpected hetero-
geneity in the resting properties of gonadotrope cells
aswell as in their secretory, electrophysiological, and
calcium responses to GnRH.?!

17
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Figure 1. Rat Gnrhr promoter activity in endocrine tissues.
Mouse heads and testis from 3.3 kb rat Gnrhr promoter-hPLAP
male mice® were fixed in 4% and 2% paraformaldehyde, re-
spectively. Mouse heads were dehydrated in alcohol and toluene,
embedded in paraffin wax, sectioned at 14 pum thickness, and
mounted onto slides and rehydrated. Testis samples were frozen
according to previously described procedures,” and 16 pm
cryostat sections were mounted onto slides. Both paraffin and
frozen sections were heated at 65° C to inhibit endogenous phos-
phatases, and incubated with a mixture of chromogenic en-
zyme substrate containing nitroblue tetrazolium and 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl phosphate to reveal transgenic hPLAP ac-
tivity. The microphotographs were obtained under tungsten
illumination. (A) At E13.5, hPLAP staining in the developing
pituitary on a sagittal head section, (B) higher magnification of
the area framed in A, and (C) transversal section of adult testis:
left panel, transgene expression in the interstitial compartment;
right panel, immunostaining using 33-HSD antibody (gift from
Dr. P. Robel, Bicétre, France) revealed with Alexa488-conjugated
secondary antibody. Numerous cells in the interstitial compart-
ment are positive for both hPLAP and 33-HSD (arrow heads).
Scale bars: 50 pwm. IFR = infundibular recess; R = Rathke’s
pouches.

Transgene expression in the developing
pituitary gland

Careful analysis of rat promoter activity was per-
formed during pituitary development using our
transgenic hPLAP mouse model. This revealed that
rat Gnrhr promoter activity can be detected as
early as embryonic day (E) 13.5 in the devel-
oping anterior pituitary (Fig. 1A and B).’ In-
terestingly, this expression was restrained to the
rostral-ventral part of the Rathke’s pouch thus well
correlating with the spatial and temporal emer-
gence of the gonadotrope lineage during pituitary

Schang et al.

development.?? At later stages, stained cells were

scattered throughout the anterior pituitary.?’ Thus,
based on our data with the rat Gnrhr promoter-
hPLAP transgene, the Gnrhr obviously represents to
date the earliest known marker of the gonadotrope
lineage.

Transgene expression in the gonads

There is strong evidence for the presence of GnRHR
on Leydig cells as well as on granulosa and luteal
cells. Further, Gnrhr expression has been previously
reported in both the testis and ovary.810-2>-27 [
toto analyses in mouse transgenic animals revealed
that the mouse promoter led to a weak and variable
testicular luciferase expression, of about 1% of pi-
tuitary expression level, whereas no expression was
detected in the ovary.!® Similar data were obtained
using the 9 as well as 2.7 kb ovine promoters, both
leading to significant higher luciferase expression
in the testis than ovary.!” High sensitivity of our
hPLAP model allowed the visualization of rat Gnrhr
promoter activity as early as E12.5 in the develop-
ing testis (not illustrated). Further, this expression
was maintained during all later stages as well as in
the adult, where strong labeling could be detected.
Analysis of cellular hPLAP staining revealed that
the seminiferous tubules were unstained whereas
Gnrhr promoter was active within the interstitial
compartment in cells expressing 33-hydroxysteroid
dehydrogenase (HSD), an enzyme specifically ex-
pressed in Leydig cells (Fig. 1C). However, the trans-
gene was not detected in all 33-HSD-positive cells
suggesting that Leydig cells display some functional
heterogeneity as already described for GnRHR ex-
pression in gonadotrope cells.*! Besides, the absence
of hPLAP staining in seminiferous tubules is not in
agreement with a previous work reporting GnRHR
mRNA expression in rodent testicular germ cells.!
However, in this report, the northern blot data were
not clearly demonstrative and the presence of rat
GnRHR mRNA in these cells deserves further inves-
tigation. An alternative hypothesis to explain such a
discrepancy can be proposed based on the compara-
tive analysis of Gnrhr expression in testis and ovary.
Indeed, we did not observe any hPLAP staining in
the ovary (notillustrated), as also reported using the
mouse and, to a lesser extent, the ovine promoter,
suggesting that an alternative Gnrhr promoter is re-
quired in such tissue. Similarly, different promoters
may direct Gnrhr in Leydig versus germinal cells.

18 Ann. N.Y. Acad. Sci. 1220 (2011) 16-22 © 2011 New York Academy of Sciences.
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Altogether, this suggests the existence of different
cell- or tissue-specific Gnrhr promoters.

Neuronal functions of the GhRHR

The brain is one of the most documented sites of
extrapituitary Gnrhr expression.!'"'* The 1.9 kb
mouse Gnrhr promoter induced significant lu-
ciferase activity in the whole brain, which was about
10% of the pituitary level . The 9 and 2.7 kb ovine
Gnrhr promoters also caused high luciferase activity
in the mouse brain. In agreement with these data,
the 3.3 kb rat Gnrhr promoter induced a reliable
hPLAP activity in the brain and the high resolution
of hPLAP staining has allowed an accurate localiza-
tion of rat Gnrhr promoter activity within specific
brain areas as further detailed below.

Hippocampal formation

GnRHR expression has been well established in the
limbic system.!'~!* Using our transgenic model, we
investigated the spatiotemporal pattern of transgene
expression in these brain structures. In the adult an-
imal, rat Gnrhr promoter activity, that is hPLAP
staining, was detected in the limbic system with
high intensity in the lateral septum (Fig. 2A), hip-
pocampus (Fig. 2B), and basal amygdaloid nucleus
(Fig. 2C).%° In hippocampus, staining was observed
within the Ammon’s horn, especially in the strata
oriens and radiatum whereas only a faint staining,
restricted to the external border of the granular
zone, was present in the dentate gyrus (Fig. 2B).
The entorhinal cortex also displayed a weak stain-
ing (not illustrated). Strong labeled fibers were de-
tected within the fimbria. Interestingly, all these ar-
eas were not labeled either during embryonic life or
at birth (Schang et al, submitted), thus in strong
contrast with pituitary transgene expression that
was detected as early as E13.5 (Fig. 1A and B). In ad-
dition, we observed a continuous staining between
the lateral septum and the hippocampus, which ap-
peared simultaneously in those two limbic struc-
tures. Such uninterrupted staining, together with
the abundance of labeled fibers all along this path-
way, notably in the fimbria, suggested the existence
of labeled neuronal projections conveying the re-
porter molecule. This is consistent with the ability
of hPLAP to move through both axonal and den-
dritic projections.?

Ann. N.Y. Acad. Sci. 1220 (2011) 16-22 © 2011 New York Academy of Sciences.
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P17 A

ABIC

Figure 2. Rat Gnrhr promoter activity in the hippocampal
formation. Dissected brains from 3.3 kb rat Gnrhr promoter-
hPLAP male mice at postnatal day 17 (P17) were fixed in 4%
paraformaldehyde, and tissue samples were frozen according
to previously described procedures.? Sixteen micrometers of
coronal sections were mounted onto slides and processed as
described in the Figure 1 legend. The levels of coronal sections
are shown in the upper diagram. The lower diagram represents
the most caudal section with the two framed areas corresponding
to B and C. Strong hPLAP staining in the (A) lateral septum, (B)
hippocampus, and (C) basal amygdaloid nucleus. Scale bars: 200
pm. BLA = basal amygdaloid nucleus; CA = Ammon’s horn;
DG = dentate gyrus; fi = fimbria; Hi = hippocampus; LS =
lateral septal nucleus; MS = medial septal nucleus; so = stratum
oriens; sp = stratum pyramidale; sr = stratum radiatum; 3V =
third ventricle.

Oculomotor pathway

Transgene expression was also repeatedly observed
in an unexpected region of the nervous system.
Indeed, contrasting with the limbic system, two

19
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symmetric midbrain nuclei displayed high trans-
gene expression as early as E13.5 in the frontal sec-
tion of the head (not illustrated). At E15.5, hPLAP
staining could be tracked all along the pathway, first
from those midbrain nuclei (Fig. 3A and B) and
then along fibers emerging from them outside of
the brain (Fig. 3B and C). Fasciculation of stained
fibers appeared to generate nerves extending toward
the oculomotor muscles located close to the op-
tic nerves (Fig. 3D). Furthermore, this labeling was
maintained after birth (Fig. 3E). Altogether, these
observations allowed us to unambiguously identify
the labeled midbrain nuclei as the oculomotor nu-
clei (III) and the nerves emerging from them as
the oculomotor nerves (3n). This further illustrates
the potent advantage of this model in the analysis
of brain GnRHR, notably the ability of hPLAP to
label nerve endings by migrating along the nerve
fibers.”®

Concluding remarks

All the mouse transgenic models generated to date
expressing a reporter gene under the direct or in-
direct control of the Gnrhr promoter have allowed
the detection and/or quantification of the expres-
sion of this transgene, which is properly located in
pituitary gonadotrope cells and, hence, likely re-
flects the activity of the endogenous Gnrhr. Given
the scarcity of reliable antibodies, these strategies
have been very useful to investigate GnRHR proper-
ties. Furthermore, the relative weakness of the Gnrhr
promoter was compensated by the high sensitiv-
ity of luciferase or hPLAP detection or by binary
genetic strategy uncoupling fluorescence intensity
and Gnrhr promoter activity. Advantages of each
model have been extensively exploited. Indeed, easy
quantification of luciferase expression has allowed
the study of hormonal regulations of the mouse and
ovine Gnrhr promoters. Highly sensitive and resolu-
tive in situ detection of hPLAP was successfully used
to assess the precise spatiotemporal distribution of
rat Gnrhr promoter activity in several brain areas
and especially to visualize neuronal pathways, such
as the hippocamposeptal and the oculomotor path-
ways. Finally, single-cell measurements in living go-
nadotrope cells scattered in heterogeneous pituitary
cell cultures was achieved using YFP gonadotrope-
expressing mice.

In addition to these transgenic models, two
mouse gonadotrope tumor-derived cell lines that
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Figure 3. Rat Gnrhr promoter activity in the oculomotor path-
way. Mouse heads (E15.5) or brains (P17) from 3.3 kb rat Gnrhr
promoter-hPLAP male mice were fixed in 4% paraformalde-
hyde. Mouse heads were processed as described in the Figure 1
legend, and brains were frozen according to previously described
procedures.”® Fourteen micrometers of sagittal head sections
and 16 pum of coronal brain sections were processed as de-
scribed in Figure 1. In each case, the section levels are shown
on the corresponding diagram. (A) At E15.5, hPLAP staining
in the midbrain oculomotor nucleus and in the ventral de-
veloping pituitary gland. (B) Higher magnification of the area
framed in A, showing labeled fibers (arrow heads) close to the
nucleus. (C) On a slightly more lateral section, labeled fibers
running dorso-ventrally through the midbrain and exiting off
the brain. (D) The labeled oculomotor nerve extending ros-
trally toward the muscles located next to the optic nerve. (E)
Strong hPLAP staining in the two oculomotor nuclei at P17,
as well as in fibers (arrow heads) extending in a lateral-ventral
direction. Scale bars: 100 pum. AQ = cerebral aqueduct; BTel =
basal telencephalon; Hy = hypothalamus; III = oculomotor nu-
cleus; MB = midbrain; P = pons; Pit = pituitary primordium;
2n: optic nerve; 3n = oculomotor nerve; 5G = trigeminal
ganglion.
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both express the GnRHR, the aT3-1 and LBT2
cell lines, have been used as homogeneous cell
models to study gonadotrope function.!®!” Im-
portantly, these cells are useful to decipher the
combinations of cis and trans-regulatory elements
involved in cell-specific and hormonal regulation
of Gnrhr promoter activity. Nevertheless, in con-
trast to rodents Gnrhr promoters,?=® the ovine
promoter is devoid of functional activity in aT3-
1 and LBT2 cells.” In addition, there are some
reported discrepancies between these cell lines
and animal models regarding hormonal regula-
tions of Gnrhr promoter activity.'®!%2° Transgenic
mice thus appear to be essential tools for in-
vestigating GnRHR properties and gonadotrope
function.

Future directions

Most transgenic strategies described here were de-
veloped to overcome the limitations of in vitro ap-
proaches and further progress into the analysis of
Gnrhr promoter activity. An additional and less ex-
pected benefit of these strategies is a better char-
acterization of the pituitary and extrapituitary sites
of Gnrhr expression, raising numerous questions
about potential new functions of GnRHR during
development and in the adult animal. To eluci-
date these functions, transgenic strategies using site-
specific recombinase should now be developed in
order to introduce specific Gnrhr mutations in the
desired cell types and at a specific time point.>
Such experiments will most certainly help to bet-
ter understand the function of GnRHR in a given
tissue, in addition to its well-known role in the pi-
tuitary. These strategies are still mostly restricted to
the mouse, for which well-defined embryonic stem
cell lines are available. In the near future, however,
the development of novel strategies, notably those
using repertoires of meganucleases derived from
homing endonucleases, should extend the knock-
out and knock-in methodologies to any species.*
New meganucleases may be engineered by local al-
teration of their binding site resulting in the recog-
nition of any desired sequence close to or within
the target gene, such as the Gnrhr, thus allowing its
efficient recombination. This methodology, by al-
lowing a comparative analysis of Gnrhr invalidation
in various tissues and different species, should bring
new important insights into the role and function
of the GnRHR.

Ann. N.Y. Acad. Sci. 1220 (2011) 16-22 © 2011 New York Academy of Sciences.

Mouse models for the study of GnRH receptor

Due to their early emergence during evolution,
GnRH and GnRHR are widely distributed among
animal species from mollusks to humans.*®” Three
types of GnRH and GnRHR have been characterized
so far in invertebrates, agnathans, and fish. In several
mammals, such as humans, sheep, and laboratory
rodents, only the type I GnRHR has obviously been
conserved and may have acquired functions medi-
ated by the two other types of GnRHR in lower
vertebrates, especially in the nervous system.*® Fur-
thermore, the well-characterized action of GnRH as
aneurohormone transiting through the blood vessel
from the hypothalamus to the pituitary constitutes
an ancestral feature of the vertebrates. However,
among the jawed vertebrates, the teleost fishes have
followed a different evolution. The portal system
was lost and direct neural connection developed.*
In this lineage, GnRH is released by hypothalamic
neurons in the immediate vicinity of pituitary cell.
In addition, GnRH may act as a paracrine or au-
tocrine factor in extrapituitary sites including the
gonads.'* It might also operate as a neurotransmit-
ter in the brain, being released within the synaptic
cleft to activate its postsynaptic receptor.!®> Trans-
genic mouse models for the study of Gnrhr promoter
activity may contribute to a better understanding of
these fascinating but poorly explored facets of the
GnRH system in mammals.
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VL.

DISCUSSION GENERALE

Au cours de ce travail, nous avons abordé I'expression de récepteur de la GnRH sous
plusieurs aspects. Nous avons exploré les mécanismes qui sous-tendent I'expression de ce géne
dans I'hypophyse et plus particulierement dans les cellules gonadotropes en analysant cette
combinatoire transcriptionnelle qui regroupe plusieurs facteurs impliqués dans Il'ontogenése
hypophysaire. Il ressort de cette étude que cette combinatoire présente une caractéristique majeure :
sa robustesse fondée sur une redondance fonctionnelle, que ce soit au niveau des facteurs de
transcription ou des éléments cis-activateurs. L'étude des autres tissus exprimant le récepteur,
hippocampe, rétine, pinéale, démontre que cette combinatoire évolue d’un tissu a I'autre, voire d’'un
stage de développement a un autre en mariant des acteurs communs comme les facteurs LIM-HD ou
le facteur OTX2 a des partenaires différents ou nouveaux, agissant par I'intermédiaire d’éléments cis-
activateurs ciblés. Si la fonction et le role du récepteur hypophysaire font I'objet d’études approfondies
et fort nombreuses, c’est loin d’étre le cas dans les autres tissus, notamment I'’hippocampe. Nous
verrons pourtant que les perspectives qu’offre I'étude approfondie du récepteur dans ces sites extra-

hypophysaires pourraient avoir un impact physiologique et physiopathologique considérable.

1. Régulation du géne du Rgnrh dans I’hypophyse

1.1 Les apports de I'ontogenése hypophysaire

La connaissance des mécanismes régulant 'ontogenése hypophysaire permet d’émettre des
hypothéses quant a I'identité des facteurs qui participent a l'initiation et/ou au maintien de I'expression
des génes marqueurs des lignages hypophysaires. Parmi les facteurs engagés dans la différenciation
précoce ou terminale du lignage gonadotrope, deux sous-catégories de facteurs a homédomaine, de
type LIM et Paired-like, semblent jouer un rdle prépondérant. Parmi les autres facteurs de
différenciation gonadotrope, nos résultats suggérent que les facteurs GATA sont impliqués dans la
régulation de I'expression du Rgnrh. D’autre part, le cas de SF1 souléve plusieurs questions relatives
aux mécanismes qui sous-tendent I'émergence du lignage gonadotrope. La figure 13 résume et
réactualise les différents éléments de la combinatoire transcriptionnelle impliquée dans I'expression du

Rgnrh de rat dans les cellules gonadotropes.

1.1.1. Les protéines LIM a homéodomaine

Exprimées trés tét au cours de I'ontogenése hypophysaire, ISL1 et LHX3 sont indispensables

au développement précoce de la poche de Rathke (voir § Ill / 2.4.4.a). En outre, des effets de ces
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GATA  ISL1/LHX3

\ / \ PROP1/0TX
-368/-357
AP-1  SAP SF1 CRE

D-LIRE P-LIRE -352/-346 -260/-246 -245/-237 -110/-103
-982/-960 -873/-852 \
\D “ ‘ 1 i 1
Région active distale -1135/-753 (GnSE) Région active proximale -475/-26

5'GnSE 3'GnSE
-1063/-948 -950/-827

Figure 13 :
Bilan des éléments caractérisés ou en cours d'étude sur le
promoteur du Rgnrh de rat dans les cellules gonadotropes

Dans la région proximale, un élément de réponse aux facteurs Paired-like
PROP1 et OTX1/2 a été identifié en position -368/-357. Dans I'enhancer
distal, I'élément D-LIRE semble étre la cible a la fois des protéines LIM a
homéodomaine ISL1 et LHX3, et de facteurs GATA. Le facteur Forkhead
FOXL2 exerce un effet activateur sur la région trés proximale du promoteur,
alors qu'il induit une inhibition de I'activité du promoteur de 1,1 kb (figure 15).
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facteurs sur I'expression de plusieurs génes marqueurs des lignages hypophysaires ont pu étre mis
en évidence, parmi lesquels figurent les génes codant PIT1, I'aGSU, la PRL, la TSHpB et le RGnRH.
Dans le promoteur de rat, nous avons pu caractériser un nouvel élément de réponse pour ces
facteurs, en plus de I'élément LIRE déja identifié (voir V-1.Article 1). Ce second élément a été nommeé
D-LIRE en raison de sa localisation distale par rapport au premier élément plus proximal, qui a été
rebaptisé P-LIRE. Ces deux éléments, comportant chacun 2 motifs TAAT, sont situés sur I'enhancer
distal du promoteur (GnSE). Dans les cellules gonadotropes aT3-1, des multiméres de I'élément D-
LIRE placés en amont d’'un promoteur minimal ont une activité promotrice proportionnelle au nombre
d’éléments présents. En outre, I'activité de I'élément D-LIRE dépend de I'intégrité des 2 motifs TAAT.
Dans ces cellules, la cotransfection d’'un dominant négatif de LHX3 (KRAB-LHX3) diminue fortement
l'activité des éléments D-LIRE, suggérant une implication du facteur LHX3 endogene dans l'activation
de cette séquence. Cotransfectés dans les cellules hétérologues CHO (Chinese Hamster Ovary), les
facteurs ISL1 et LHX3 sont en outre capables d’activer spécifiquement I'élément D-LIRE via les motifs
TAAT. Des expériences d’'immunoprécipitation de la chromatine ont permis d’établir que les facteurs
ISL1 et LHXS interagissent in vivo avec le promoteur du Rgnrh murin dans les cellules aT3-1, dans la
région du P-LIRE, relativement proche du site d’initiation de la transcription, mais également, dans
une moindre mesure, au niveau du D-LIRE, dont la séquence est hautement conservée entre le rat et
la souris. Cette observation suggére que le P-LIRE de souris, initialement caractérisé comme élément
de réponse pour LHX3 (McGillivray et al., 2005), constitue une cible de I'hétérodimére ISL1/LHX3 a

'image de I'élément P-LIRE de rat caractérisé au laboratoire (Granger et al., 2006).

Le facteur LHX4 présente une homologie de séquence élevée avec LHX3, qui est maximale
dans les domaines LIM et ’homéodomaine, indiquant que ces deux facteurs ont divergé relativement
récemment au cours de I'évolution (Figure 14 ; pour revue : Mullen et al., 2007). Ce facteur est
exprimé dés E9,5 dans la poche de Rathke mais, contrairement a LHX3, cette expression diminue
fortement vers E15,5. L’invalidation de Lhx4 chez la souris conduit a une létalité néonatale,
essentiellement due a un défaut de maturation pulmonaire. Le développement hypophysaire, moins
affecté que chez les souris Lhx3”, est caractérisé par une mort cellulaire accrue conduisant & une
hypophyse hypoplasique, dans laquelle la plupart des types cellulaires parviennent néanmoins a se
différencier (Raetzman et al., 2002). Ces données suggerent que LHX3 et LHX4 jouent des réles
distincts dans l'organogenése hypophysaire. Cependant, la double invalidation de ces facteurs,
générant un phénotype hypophysaire plus sévére que les simples mutants, démontre une redondance
fonctionnelle partielle entre LHX3 et LHX4 dans la formation et la croissance de la poche de Rathke
(Sheng et al., 1997). Outre ISL1, LHX3 et LHX4, l'implication dans le développement hypophysaire
d'un quatrieme facteur LIM-HD, LHX2, a été évaluée récemment par création d’'un modéle murin
Lhx2” (Zhao et al., 2010). Les embryons mutants présentent de graves troubles du développement de
l'infundibulum et de 'hypophyse postérieure, mais la poche de Rathke se met en place et tous les
lignages anté-hypophysaires parviennent a se différencier. En revanche, la forme et I'organisation de
la poche de Rathke sont séverement altérées en répercussion des atteintes du développement de
l'infundibulum et de I'hypophyse postérieure. D’apres cette étude, LHX2 ne semble pas jouer de rdle

direct dans la différenciation de I'hypophyse antérieure chez la souris. Cependant, un rdle répresseur
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Figure 14 :
Cladogramme des facteurs LIM murins

Le cladogramme a été réalisé a partir des séquences protéiques des facteurs LIM a
homéodomaine (ISL/LHX) et LIM Only (LMO) de souris. Les comparaisons de
séquences et le cladogramme ont été réalisés a partir du programme ClustalW2
fourni par le European Bioinformatics Institute a I'EMBL
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Ainsi, ce schéma montre, par exemple,
que parmi I'ensemble des protéines LIM testées ISL1 présente la plus forte
homologie de séquence avec ISL2, LHX3 avec LH4, ou encore LMO1 avec LMO2.
A linverse, ISL1 et 2 s'avérent peu homologues a LHX2 et 9 et plus proches de
LHX3 et 4. Les protéines dont les séquences sont relativement homologues jouent
souvent des roles redondants, comme ISL1 et ISL2 ou LHX3 et 4.
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de ce facteur a été mis en évidence in vitro sur I'activité du promoteur du géne de 'aGSU porcine
(Susa et al., 2006). Cette contradiction apparente entre les résultats obtenus chez le porc et la souris
pourrait refléter des différences interspécifiques ou encore I'existence d’'un mécanisme compensant
l'invalidation de Lhx2 dans I'hypophyse antérieure chez la souris. En outre, I'hypothése d’un rdle de
LHX2 dans I'ontogenése anté-hypophysaire est soutenue par I'analyse du transcriptome de la lignée
aT3-1 réalisée au laboratoire par puce affymetrix, qui a révélé un niveau d’expression élevé de LHX2

dans ces cellules.

Afin d’évaluer la spécificité de I'effet du couple ISL1/LHX3 sur I'élément D-LIRE, nous avons
remplacé I'un des deux partenaires par un autre facteur de la méme famille au cours d’expériences de
cotransfections dans la lignée aT3-1 (voir V-1.Article 1). Le facteur ISL2, qui est étroitement apparenté
a ISL1, est aussi efficace que ce dernier pour activer D-LIRE en association avec LHX3. Aucune
donnée n’est actuellement disponible concernant I'expression d'ISL2 dans I’hypophyse de Mammifére,
laissant en suspens I'hypothése d'un réle de ce facteur dans la régulation de I'expression
hypophysaire du Rgnrh in vivo. Le facteur LHX4, presque indétectable dans I'’hypophyse des E15,5,
n'a pas encore été testé mais il est fort probable qu'il puisse se substituer a LHX3 in vitro étant donné
leur forte homologie de séquence et leur action partiellement redondante dans la mise en place de la
poche de Rathke (Sheng et al., 1997, Ellsworth et al., 2006). En revanche, les facteurs LHX5 et LHX9
n'ont pas deffet significatif sur I'activité de D-LIRE en association avec ISL1, démontrant une
spécificité d’action du couple ISL1/LHX3 sur D-LIRE, comme cela avait déja été observé pour
I'élément P-LIRE (Granger et al., 2006). Cependant, compte tenu du niveau d’expression élevé de
LHX2 dans les cellules aT3-1 ainsi que de son rble régulateur de I'expression de 'aGSU porcine,
nous avons entrepris d’évaluer ses effets sur la régulation de I'expression du Rgnrh, en particulier sur
l'activité des éléments LIRE. Nos résultats préliminaires semblent indiquer une efficacité faible de ce
facteur, a I'image de LHX9 auquel il est étroitement apparenté (Figure 14), confortant la notion de
spécificité d’action du dimere ISL1/LHX3.

1.1.2. FOXL2, une cible de LHX3

FOXL2 est un facteur de transcription a domaine Forkhead, dont le géne été identifié par
clonage positionnel chez des patients atteints du syndrome blépharophimosis-ptosis-epicanthus-
inversus ou BPES (Crisponi et al., 2001). Ce syndrome se caractérise essentiellement par une atteinte
du développement des paupiéres, isolé (type Il) ou associé a une insuffisance ovarienne prématurée
(type I). Dans l'ovaire, FOXL2 participerait notamment a la régulation du cycle cellulaire et a la
réponse au stress oxydatif, régulations dont les défaillances pourraient jouer un réle central dans le
vieillissement ovarien et le développement de cancers (Benayoun et al., 2011). Au cours du
développement, FOXL2 est également exprimé ventralement dans le promordium hypophysaire dés
E11,5, ou son transcrit est détecté dés E10,5 (Treier et al., 1998, Ellsworth et al., 2006). Cette
expression est maintenue chez I'adulte dans les lignages gonadotrope et thyréotrope (Ellsworth et al.,

2006). En revanche, FOXL2 est totalement absent du primordium hypophysaire chez les souris
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Lhx3", alors que son expression est seulement réduite dans le modéle Lhx4” (Ellsworth et al., 2006),
démontrant que le géne codant FOXL2 est soumis a une régulation, directe ou indirecte, par ces
facteurs LIM-HD dans le primordium hypophysaire. D’autre part, plusieurs cibles hypophysaires de
FOXL2 ont été identifiees. Ainsi, FOXL2 est capable de réguler 'expression du géne de 'aGSU
(Ellsworth et al., 2006). In vitro, FOXL2 régule le promoteur murin de ce géne dans des lignées
gonadotropes aT3-1 et LBT2 ainsi que la lignée thyréotrope aTSH. En outre, in vivo, I'expression
ectopique dorsale d’'une protéine de fusion FOXL2-VP16, associant FOXL2 au domaine d’activation
de la protéine virale VP16, induit une expression ectopique dorsale de I'aGSU. Par ailleurs,
l'implication de FOXL2 a été démontrée récemment dans la réponse a I'activine du géne de la FSHf
(Lamba et al., 2009, Corpuz et al., 2010), a I'image de son effet caractérisé sur I'expression du Rgnrh
(voir § Il / 2.3.1.b ; Ellsworth et al., 2003b).

Nous avons entamé récemment 'analyse des effets potentiels de FOXL2 sur la régulation de
I'expression du Rgnrh de rat en réalisant des cotransfections transitoires d’'un vecteur d’expression
codant pour FOXL2 avec une construction luciférase dirigée par le promoteur du Rgnrh de rat dans
les cellules aT3-1. La surexpression de FOXL2 induit une augmentation (x 2,7) de l'activité du
promoteur de 136 pb, mais n’engendre pas d’effet visible sur le promoteur de 475 pb alors qu’elle
inhibe le promoteur de 1135 pb (Figure 15). Ces résultats suggérent que FOXL2 exerce un effet
activateur via un élément de réponse localisé dans la séquence courte, alors qu’il agirait en tant que
répresseur sur un ou plusieurs élément(s) localisé(s) entre -136 et -475, annulant la stimulation induite
via la séquence proximale. En outre, au moins un élément additionnel localisé entre -475 et -1135
serait impliqué dans l'effet répresseur de FOXL2 sur le promoteur de 1,1 kb. La mutation de I'élément
SAP, adjacent au motif SF1, leve partiellement l'inhibition exercée par FOXL2 sur le promoteur long,

suggeérant que I'élément SAP est impliqué dans I'effet répresseur de FOXL2.

Dans les cellules de la granulosa, FOXL2 régule I'expression de certaines enzymes de la
stéroidogenéese. Parmi celles-ci, ce facteur réprime la transcription du géne codant la 17a-hydroxylase
(Cyp17) en inhibant la fixation de SF1 sur le promoteur (Park et al., 2010). Compte tenu de la
proximité des sites SAP et SF1 sur le promoteur du Rgnrh de rat, I'effet associé a la mutation de SAP
pourrait étre sous-tendu par une interaction physique et/ou fonctionnelle entre FOXL2 et SF1. Ces
données préliminaires doivent étre complétées par la caractérisation fine des éléments de réponse
pour FOXL2 et ses interactions éventuelles avec SF1 et/ou d’'autres facteurs impliqués dans la

régulation de I'expression gonadotrope du Rgnrh.

1.1.3. Les facteurs Paired-like a homéodomaine

Les facteurs PAX (Paired box) possédent, en plus de leur homéodomaine, un domaine Paired
homologue a celui du géne Paired de drosophile. Les facteurs Paired-like a homéodomaine, incluant
les facteurs PITX, OTX, PROP1 ou encore HESX1, ne possédent pas de domaine Paired mais sont
regroupés avec les facteurs PAX dans la classe Paired, essentiellement sur la base d’homologies de

séquence entre leurs homéodomaines.
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Figure 15 : effets de FOXL2 sur le promoteur du
Rgnrh dans la lignée gonadotrope oT3-1

Les cellules aT3-1 ont été transfectées par les constructions luciférase
schématisées en regard de chaque histogramme (150 ng/puits de 1,9 cm?) et co-
transfectées par les vecteurs d'expression pCMV-FOXL2 (barres rouges) ou par
le vecteur d'expression témoin pCMV-BGal (10 ng/puits) (barres blanches). Les
résultats de transfection sont systématiquement calculés en termes d'activité
luciférase relative en rapportant I'activité luciférase firefly (construction contenant
le promoteur d'intérét) a l'activité luciférase Renilla (vecteur témoin de
transfection). Les résultats sont la moyenne (barre) de deux expériences
indépendantes réalisées en triplet +/- 'écart-type.
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a. Facteurs PITX

Les facteurs PITX1 et PITX2 sont exprimés dans I'ectoderme oral dés E8,5. Ces facteurs
Paired-like a homéodomaine, apparentés a Bicoid (Bicoid Related factors), sont exprimés dans toute
la poche de Rathke au cours du développement et sont présents dans la plupart des lignages
hypophysaires différenciés (Drouin et al., 1998). Chez I'adulte et dans les lignées immortalisées, ils
sont particulierement abondants dans les cellules thyréotropes et gonadotropes (Drouin et al., 1998,
Charles et al., 2005). Linactivation de Pitx1 chez la souris n'’a pas dincidence majeure sur la
différenciation précoce de I'hypophyse (Szeto et al., 1999). En revanche, le nombre de cellules
thyréotropes et gonadotropes est réduit, ainsi que les niveaux d’expression des sous-unités FSHp,
LHB et TSHB. Inversement, le niveau d’expression de 'ACTH et le nombre de cellules corticotropes

sont plus élevés que chez les souris contréles.

Contrairement a PITX1, PITX2 parait indispensable aux phases précoces du développement
hypophysaire, qui est interrompu trés précocement chez les souris Pitx2” (Gage et al., 1999). Afin
d’étudier I'effet d’'une altération croissante de la dose de PITX2, un allele hypomorphe pour ce facteur
(Pitx2™°) a été créé (Gage et al., 1999). Les souris Pitx2"*, Pitx2"°"®, pitx2™" et Pitx2”", exprimant
des doses progressivement décroissantes de PITX2, présentent un défaut de plus en plus sévére de
la croissance de la poche de Rathke (Suh et al., 2002). Dans la lignée Pitx2"*"°, le développement
hypophysaire précoce s’effectue normalement et permet ainsi d'observer les effets de Ialléle
hypomorphe sur la différenciation terminale des lignages hypophysaires. Ces souris présentent une
forte diminution de I'expression des génes codant le RGnRH, la LHB et la FSHB. La mutation

neo/neo

hypomorphe Pitx2 affecte donc séverement la différenciation du lignage gonadotrope, mais
également celle des lignages dépendants de PIT1 (somatotrope, lactotrope et thyréotrope) de fagon
plus modérée. Ce phénotype est corrélé avec une Iégére diminution de I'expression de PIT1, associée
a une chute drastique de I'expression des facteurs de différenciation gonadotrope SF1, EGR1 et
GATA2 dans la région ventrale de I'hypophyse antérieure. L’expérience inverse, réalisée par
surexpression de PITX2 sous le contrdle du promoteur de 'aGSU, induit une augmentation du nombre
de cellules gonadotropes, confirmant le réle essentiel de PITX2 dans la différenciation terminale de ce

lignage (Charles et al., 2005).

De facon intéressante, le développement précoce de I'hypophyse est interrompu chez des
doubles mutants Pitx1”;Pitx2®"° contrairement aux simples mutants homozygotes, laissant
supposer une redondance fonctionnelle entre les deux facteurs PITX au début du développement
hypophysaire. Ainsi, ce processus serait sensible a la dose totale de PITX exprimée dans le
primordium hypophysaire. En outre, I'expression de Lhx3 est abolie dans la poche de Rathke des
souris Pitx1”;Pitx2”, contrairement aux simples mutants et aux souris Pitx1”;Pitx2"**"®, suggérant
que les facteurs PITX agissent de fagon redondante en amont de Lhx3 au début du développement
hypophysaire (Charles et al., 2005). Par ailleurs, dans le lignage gonadotrope, les facteurs PITX
participent a la régulation de I'expression des génes des sous-unités a et 3 des gonadotropines (pour
revue : Zhu et al., 2007).
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b. Facteurs OTX

Les facteurs de type OTX (OTX1, OTX2 et CRX) sont apparentés aux facteurs PITX et,
comme ces derniers, possédent un homéodomaine de type bicoid. Les génes codant pour ces
facteurs sont des orthologues d’orthodenticle, exprimé dans la téte, les yeux et les antennes de la
drosophile au cours du développement. De fagon similaire chez la souris, OTX1 et OTX2 sont
exprimés dans plusieurs structures nerveuses et sensorielles au cours du développement, incluant le
cerveau, le systeme olfactif, l'oreille et I'ceil (Simeone et al., 1993). En outre, OTX1 est exprimé dans
'hypophyse postnatale. Cotransfecté en cellules hétérologues, OTX1 est capable d’activer
spécifiquement les promoteurs des génes de la GH de rat, de 'aGSU murine et des sous-unités 8 de
la LH et de la FSH bovines (Acampora et al., 1998). En outre, les souris Otx1” présentent un retard
de croissance et un hypogonadisme transitoires entre la naissance et la puberté, causés par une
diminution temporaire de I'expression de la GH, la LH et la FSH sans atteinte de la fonction
hypothalamique hypophysiotrope (Acampora et al., 1998). A quatre mois, ces souris présentent un
phénotype comparable aux souris témoins, suggérant le recrutement de facteurs de transcription
différents sur les promoteurs des génes de ces hormones en fonction du stade de développement.
Contrairement a OTX1, [linvalidation d’OTX2 chez la souris n’est pas viable. Le génotype
hétérozygote Otx2"" est associé a des troubles variables, pouvant inclure des défauts de
développement cérébral et oculaire (Matsuo et al., 1995). Chez 'homme, bien que la majorité des
mutations hétérozygotes induisent essentiellement des malformations oculaires, plusieurs mutations
d’OTX2 ont été découvertes récemment chez des patients présentant un déficit combiné en hormones
hypophysaires, isolé ou associé a une anophtalmie (Diaczok et al., 2008, Tajima et al., 2009, Dateki et
al., 2010). En outre, deux cibles moléculaires d’OTX2 dans I'hypophyse ont été identifiées, a savoir les
génes codant les facteurs de transcription HESX1 et PIT1 (Tajima et al., 2009), qui jouent tous deux
un réle crucial dans l'ontogenése hypophysaire (Zhu et al., 2007). Exprimé transitoirement jusqu'a
E12, le répresseur transcriptionnel de type paired-like HESX1 est impliqué dans les étapes trés
précoces de ce processus, agissant comme un antagoniste de PROP1, qui, a son tour, réprime
I'expression de Hesx1 conjointement avec la Bcaténine. Ces deux facteurs sont séquentiellement
requis dans la régulation de I'expression du facteur PIT1, impliqué dans la spécification des lignages

somatotrope, lactotrope et thyréotrope (voir § 111/ 2.4.3).

c. PROP1

PROP1 est exprimé de fagon transitoire dans le primordium hypophysaire. Détectée a E10,5
chez la souris, son expression augmente jusqu’'a E12 puis diminue et disparait vers E15. Comme
évoqué précédemment, en formant un complexe avec la Pcaténine, PROP1 réprimerait la
transcription de Hesx1, indispensable au développement précoce de la poche de Rathke, et
participerait a la détermination des lignages hypophysaires en induisant I'expression de PIT1 (Olson et
al., 2006). Sa mutation chez les souris naines Ames induit notamment une diminution de I'expression
des gonadotropines (voir § lll / 2.4.3 ; Sornson et al.,, 1996). De plus, le maintien de I'expression de

Prop1 au-dela de sa fenétre d’expression physiologique retarde la maturation du lignage gonadotrope
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(Cushman et al., 2001), ainsi que la survenue de la puberté (Vesper et al., 2006). Chez 'humain, des
mutations de PROP1T ont été décrites chez des patients atteints de déficits combinés en hormones
somatotrope, lactotrope et thyréotrope, généralement associés a un HH plus sévére que chez la
souris Ames et parfois a une déficience en hormone corticotrope (Reynaud et al., 2004). En outre,
I'expression élevée de Prop1 dans les lignées gonadotropes murines suggére un role de ce facteur

dans I'expression initiale des génes marqueurs du lignage gonadotrope (Aikawa et al., 2006).

d. Role des facteurs Paire-like dans I’expression du Rgnrh

Le promoteur du Rgnrh de rat contient 33 motifs TAAT dans les 1211 pb s’étendant en amont
du site ATG d'initiation de la traduction. Ce taux est significativement (p<0,001) plus élevé que les 13
TAAT attendus d’aprés la richesse en A et T de la séquence. Ceci suggére que certains d’entre eux
constituent des éléments fonctionnels en plus de ceux précédemment caractérisés dans le P-LIRE et
le D-LIRE (Granger et al., 2006). Compte tenu de cette richesse en TAAT mais également du réle
prépondérant joué par les facteurs a homéodomaine dans la différenciation du lignage gonadotrope,
nous avons émis I'’hypothése que ces facteurs pouvaient étre impliqués, seuls ou en combinaison,
dans la régulation de I'expression du Rgnrh. Sur le promoteur de 0,45 kb, seul PROP1 induit une
augmentation significative de lactivité promotrice. OTX1 et OTX2, qui n’exercent aucun effet
individuel, agissent en synergie avec PROP1 pour stimuler (3x) I'activité promotrice (voir V-3.Article
3). Des mutations ponctuelles de 4 motifs TAAT situés dans la région proximale ont permis de
localiser deux TAAT impliqués dans l'effet de ces facteurs, en position -268/-265 et -260/-257. La
mutation du premier TAAT (-268/-265) abolit tout effet de ces facteurs y compris de PROP1 seul,
suggérant que ce site interagit avec PROP1. La mutation du second motif (-260/-257) entraine une
diminution modérée des effets de PROP1 seul ou associé a OTX1, laissant supposer un role de cet
élément dans l'effet synergique exercé par OTX1. Dans ces expériences, OTX1 et OTX2 sont
interchangeables, suggérant la encore une redondance fonctionnelle entre ces facteurs in vivo. Nos
données suggérent pour la premiére fois une implication directe du facteur OTX2 dans la
différenciation terminale et/ou le maintien du lignage gonadotrope. Ainsi, OTX2 pourrait endosser
plusieurs fonctions selon le stade de développement hypophysaire, activant Hesx1 précocement, puis
participant a la régulation de Pit1 et du Rgnrh (Tajima et al., 2009). Dans ces deux derniers cas, OTX2
agirait de concert avec PROP1 (Olson et al., 2006), de fagon respectivement indépendante ou
synergique. Par ailleurs, le réle d’OTX2 dans la régulation de I'expression du géne de la GnRH a été
mis en évidence dans la lignée neuronale GT1-7. Ainsi, dans un méme type cellulaire, OTX2 pourrait
réguler a la fois I'expression du récepteur et du ligand, et, de cette maniére, favoriser un mode

d'action autocrine de la GnRH.

1.1.4. Les facteurs GATA

Chez les Vertébrés, les facteurs GATA constituent un groupe de 6 régulateurs

transcriptionnels dont le motif de liaison a 'ADN, contenant deux doigts de zinc, interagit avec la

177



séquence consensus WGATAR (W =Aou T; R=Aou G). Les facteurs GATA1, 2 et 3 jouent un réle
essentiel dans la différenciation des lignages hématopoiétiques, tandis que les facteurs GATA4, 5 et 6
sont majoritairement exprimés dans le cceur, l'intestin et les gonades (pour revue : Viger et al., 2008).
Sous l'effet inducteur de BMP2, GATAZ2 est exprimé dés E10,5 dans la région ventrale de la poche de
Rathke (Dasen et al., 1999). GATA3 y est également exprimé de fagon transitoire entre E10,5 et
E13,5, contrairement & GATA2 dont I'expression persiste chez I'adulte dans les cellules gonadotropes
et thyréotropes (Dasen et al., 1999). L’expression d’un dominant négatif de GATAZ2 dans les lighages
exprimant 'aGSU induit une diminution drastique de I'expression des marqueurs du lignage
gonadotrope, Sf1 et LhB, ainsi que du lignage thyréotrope, Tshf, dans I'’hypophyse a E18,5, suggérant
un réle crucial de GATAZ2 dans la différenciation de ces deux lignages. Cependant, I'invalidation ciblée
de GATA2 dans I'hypophyse n’abolit pas la différenciation de ces lignages mais entraine une
diminution relativement modérée de la sécrétion de TSH, de LH et de FSH, sans affecter la fertilité
des souris mutantes (Charles et al., 2006). Ce résultat, qui tend a minorer I'importance de GATA2
dans la différenciation des lignages hypophysaires ventraux, pourrait étre sous-tendu par un effet
compensateur de GATA3, dont I'expression est considérablement accrue dans I'hypophyse de ces
souris. In vitro, ces deux facteurs sont capables de stimuler I'activité du promoteur humain de 'aGSU

dans les cellules aT3-1 (Steger et al., 1994).

Dans le promoteur du Rgnrh de rat, I'élément D-LIRE contient un motif TGATAA a son
extrémité 3’, dont la mutation ciblée induit une forte diminution de I'activité promotrice dans les cellules
aT3-1 (voir V-1.Article 1). Des expériences d’EMSA ont permis d’identifier un complexe liant ce motif,
qui est dissocié par compétition avec une sonde non marquée contenant un élément de réponse
caractéristique des facteurs GATA (Pincas et al., 2001a). Nous avons alors testé I'hypothéese que les
facteurs GATA stimulaient l'activit¢ du promoteur du Rgnrh via I'élément D-LIRE. De facon
surprenante, dans la lignée non gonadotrope CHO, GATA2 et GATAS3 inhibent I'activité de D-LIRE.
Aprés avoir identifié les autres facteurs GATA exprimés dans les cellules gonadotropes aT3-1, nous
avons également testé l'effet des facteurs GATA4 et GATAG, qui induisent respectivement un effet
inhibiteur ou trés légérement activateur. En revanche, tous ces facteurs GATA exercent un effet
activateur trés net sur la séquence D-LIRE Mut1-2-3, mutée sur les trois motifs TAAT. Ces effets sont
comparables a ceux induits sur une construction témoin contenant 4 éléments de réponse GATA-RE
caractérisés. Ainsi, I'élément D-LIRE semble étre la cible de facteurs multiples, incluant des facteurs
LIM-HD mais également des facteurs GATA. On peut émettre I'hypothése que des facteurs se fixant
sur les TAAT, probablement de type LIM-HD, interférent avec les effets transactivateurs des facteurs
GATA. Plus important, une approche par immunoprécipitation de la chromatine a permis d’observer
une interaction entre GATAZ2 et le promoteur du Rgnrh in vivo dans les cellules LBT2, ou I'expression
de ce facteur, évaluée par immunoblot et immunocytochimie, s’est révélée bien plus élevée que dans
la lignée aT3-1. Dans ces deux lignées, la surexpression de GATA2 (ou GATAS3) inhibe I'activité du
promoteur du Rgnrh. Cette inhibition serait, au moins partiellement, médiée par I'élément D-LIRE.
Suite a ces résultats, nous envisageons d’évaluer l'effet de I'anticorps anti-GATA2 sur la formation
et/ou la migration des complexes obtenus par EMSA entre I'élément D-LIRE et des extraits nucléaires

de cellules gonadotropes, mais également d’évaluer la liaison de GATA2 a D-LIRE par
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chromatographie d’affinité sur extraits nucléaires de cellules LBT2. Par ailleurs, nous envisageons
d’utiliser des siRNA spécifiques de facteurs GATA afin de déterminer quel rble jouent les facteurs

GATA endogénes sur I'activité du promoteur du Rgnrh dans le contexte des cellules gonadotropes.

Hors de I'hypophyse, plusieurs facteurs GATA sont présents dés la vie embryonnaire dans les
gonades (Viger et al., 2008), qui représentent un site bien caractérisé d’expression extra-hypophysaire
du Rgnrh (voir § Ill / 3.1). Dans les lignées ovariennes humaines SVOG-40 et SVOG-4m, un élément
activateur liant des facteurs GATA a été caractérisé dans une région distale du promoteur humain du
Rgnrh, constituant un promoteur alternatif utilisé spécifiquement dans ce contexte cellulaire (Cheng et
al., 2002). Associée a nos observations, cette donnée soutient I'hypothése d'un rble essentiel des
facteurs GATA dans la régulation du Rgnrh mammalien, non seulement dans les cellules
gonadotropes mais également dans le contexte de sites d’expression extra-hypophysaires tels que les

gonades.

1.1.5. SF1

SF1 est depuis longtemps considéré comme un facteur essentiel de la différenciation
terminale du lignage gonadotrope. Cependant, les cellules gonadotropes des souris invalidées pour
Sf1 sont capables de produire la LH et la FSH sous traitement par la GnRH, suggérant que ce facteur
n'est pas indispensable a la différenciation terminale de ce lignage (lkeda et al., 1995). D’autres
facteurs pourraient agir en compensant la perte de SF1. Parmi les candidats potentiels, EGR1 est un
facteur de transcription a doigts de zinc inductible par la GnRH (voir § Ill / 1.1.2.c) agissant en
synergie avec SF1 pour activer le géne de la LHB (Tremblay et Drouin, 1999). Ce facteur est exprimé
préférentiellement par les cellules gonadotropes, thyréotropes et somatotropes. En accord avec ces
données, les souris Egr1'/' présentent un nombre réduit de cellules somatotropes et une diminution de
I'expression de la LHf (Lee SL et al., 1996). Cependant, I'expression normale de la FSH indique que
le processus de différenciation terminale des cellules gonadotropes est normal chez ces souris,
démontrant que I'action d'EGR1 est restreinte a la régulation de I'expression de la LHB in vivo et

laissant ainsi ouverte la question du mécanisme compensant la perte de SF1.

Une autre question essentielle concerne les mécanismes régulant I'expression de SF1 dans
les cellules gonadotropes, en particulier ceux qui induisent son expression dans la poche de Rathke,
participant ainsi directement a '’émergence du lignage gonadotrope. Réalisées avec des séquences 5’
non traduites relativement courtes du géne Sf71, les premiéres tentatives de transgenéese additionnelle
pour définir la région régulatrice capable d’induire I'expression du transgéne dans les sites
d’expression connus de SF1 ont d’abord été infructueuses. Suite a ces échecs, un modéle portant le
géne rapporteur de 'eGFP (enhanced GFP) sous le contrdle d’'une région 5’ non traduite de 50 kb a
été créé (Stallings et al., 2002). Chez ces souris, 'eGFP est exprimée dans de multiples sites
d’expression du géne endogéne, incluant les gonades, les glandes surrénales et I'hypothalamus
ventro-médian. En revanche, le promoteur de 50 kb n’est pas capable d’induire I'expression du

transgéne dans les cellules gonadotropes. Plusieurs lignées murines ont alors été créées par une
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autre équipe, portant un promoteur plus court de 6 kb placé en amont du géne rapporteur LacZ, ainsi
gu’'une séquence en aval du géne rapporteur correspondant a différentes régions du locus SF1
(Shima et al., 2005). Ces modéles ont permis d’identifier un enhancer de 5,8 kb, recouvrant la fin du
6°™ intron et une partie du 7°™ et dernier exon de SF1, induisant une expression de LacZ dans la
poche de Rathke a E14,5. Dans cette région, une séquence intronique de 0,5 kb est suffisante pour
diriger I'expression du géne rapporteur, toujours placé en aval du promoteur de 6 kb, dans la poche
de Rathke et dans les cellules gonadotropes chez I'adulte (Shima et al., 2008). En outre, cette
séquence contient un élément de réponse putatif pour PITX2 dont la mutation abolit I'efficacité de
'enhancer. Une approche par immunoprécipitation de la chromatine a permis de démontrer une
interaction entre I'enhancer et PITX2 in vivo dans I'hypophyse adulte. Ces résultats, en accord avec la
diminution drastique de I'expression de SF1 dans I'hypophyse des souris Pitx2"**"® (Suh et al., 2002,
voir § V / 1.1.3.a), suggérent fortement un role direct de PITX2 dans la régulation de I'expression
hypophysaire de ce facteur. Présent dans I'hypophyse tout au long du développement, PITX2 pourrait
notamment participer a I'émergence de l'expression de SF1 vers E14, qui est généralement
considérée comme le premier événement de différenciation terminale du lignage gonadotrope. Ce
dernier fait pourrait étre remis en question par I'activation encore plus précoce du promoteur du
Rgnrh, qu’il s’agisse du promoteur de rat de 3,3kb dans le modéle Rgnrh-hPLAP créé au laboratoire,
activé des E13,5 (Granger et al., 2004), ou du promoteur endogene de souris dans le modele Rosa26-
Yfp x Rgnrh-Cre, qui est activé dés E12,75 (Wen et al., 2010). En I'absence de SF1, I'expression du
Rgnrh pourrait notamment étre induite par ISL1 et LHX3, qui sont coexprimés avec I'activité hPLAP
dés E13,5 chez les souris Rgnrh-HPLAP (Granger et al., 2006). Par la suite, dés qu’il commence a
s’exprimer, SF1 pourrait amplifier de fagon importante l'activité du géne, comme le suggérent les
effets synergiques exercés par SF1, ISL1 et LHX3 in vitro sur I'expression du Rgnrh, et plus

particulierement au niveau des deux éléments LIRE (voir V-1.Article 1 ; Granger et al., 2006).

1.2. Caractéristiques des mécanismes régulant I'ontogenése de la fonction

gonadotrope et I’expression du Rgnrh
1.21. Redondance et robustesse

Les mécanismes impliqués dans le développement hypophysaire permettent d’illustrer de
multiples cas de redondance fonctionnelle entre les facteurs intervenant dans ce processus. Cette
redondance est bien établie par la caractérisation de doubles mutants pour les couples PITX1/PITX2
et LHX3/LHX4 (Sheng et al., 1997, Charles et al., 2005), alors qu’'un mécanisme semblable est
fortement suggéré dans le cas de GATA2 et GATA3 ainsi que pour SF1, sans toutefois que les
molécules compensant I'absence de ce facteur aient été clairement identifiées (lkeda et al., 1995,
Charles et al., 2006). L’existence de ces redondances reflete probablement des évenements de
duplications de génome survenus au cours de I'évolution, voire des duplications isolées de fragments
chromosomiques ou de geénes, conduisant a la présence dans un méme organisme de plusieurs

génes homologues susceptibles de contribuer conjointement a la mise en place et au fonctionnement
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d’'une structure donnée. Les redondances permettent ainsi a I'organisme d’acquérir non seulement
une robustesse vis-a-vis d’'une mutation « perte de fonction » affectant I'un des facteurs, mais
également une capacité d’évolution accrue. Ceci est notamment mis en évidence lors de la création
de lignées « knock-out » présentant un phénotype normal ou faiblement altéré. Ainsi, I'invalidation de
PITX1, d’OTX1 ou encore de GATA2 de fagon ciblée dans I'hypophyse induisent un effet relativement
limité sur la différenciation des lignages hypophysaires (Acampora et al., 1998, Szeto et al., 1999,
Charles et al., 2006). Sur le promoteur du Rgnrh, nous avons notamment pu observer un effet
redondant d’OTX1 et OTX2, qui stimulent I'activité promotrice de fagon équivalente en association
avec PROP1 (voir V-3.Article 3). En revanche, aucun effet additif n’est observé en associant PROP1 a
la fois avec OTX1 et OTX2, suggérant que ces deux facteurs agissent par un mécanisme identique
(non illustré). En paralléle, certains éléments de réponse cis-régulateurs peuvent étre présents en
plusieurs copies dans le promoteur du Rgnrh. En particulier, le promoteur murin posséde un élément
de réponse aux protéines LIM-HD homologue a I'élément P-LIRE (-973/-852) du promoteur rat, qui est
positionné en antisens dans la région proximale du promoteur murin (-363/-342) (Figure 16). Chez le
rat, la séquence proximale correspondante n'est pas active dans les lignées gonadotropes, et
présente une différence de séquence dans le motif ATTA en 5. De méme, la séquence murine distale
s’alignant avec le P-LIRE de rat ne posséde pas de motifs ATTA et TAAT conservés. Ces deux
promoteurs auraient ainsi gardé un seul élément P-LIRE fonctionnel, partageant une forte homologie
de séquence (17 pb communes sur 22, soit 77% d’homologie, dont 14 pb centrales identiques) mais
localisés dans deux régions distinctes et en sens inverse. En outre, I'élément D-LIRE caractérisé chez
le rat, hautement conservé chez la souris (91% d’homologie), pourrait jouer un role partiellement
redondant avec I'élément P-LIRE vis-a-vis de la réponse aux protéines LIM-HD. Ces observations
renforcent I'’hypothése d’un réle crucial des facteurs LIM-HD dans I'expression du Rgnrh et trés

probablement dans la différenciation terminale du lignage gonadotrope.

1.2.2. Combinatoire transcriptionnelle : exemple du code LIM

La régulation de I'activité promotrice du Rgnrh dans les cellules gonadotropes met en jeu un
ensemble de facteurs de transcription qui agissent de fagon dépendante les uns des autres au sein
d’'une combinatoire transcriptionnelle. Cette combinatoire, qui inclut 'ensemble de éléments cis- et
facteurs trans-régulateurs participant a la régulation du promoteur, peut varier au cours du
développement mais également en fonction du site d’expression du Rgnrh, comme nous le verrons
par la suite. En théorie, de multiples combinaisons sont réalisables a partir d’'un nombre limité
d’acteurs moléculaires. Cet aspect est particulierement bien illustré dans le cas de la spécification des
neurones de la moelle épiniére par les protéines LIM-HD. Dans ce site, les facteurs LIM-HD
constituent un « code LIM », engageant la cellule indéterminée dans une voie de différenciation
définie. Ainsi, I'expression de LHX3 seul induit la différenciation des interneurones V2, alors que
'expression conjointe de LHX3 et ISL1 détermine la différenciation d'une population de
motoneurones, selon un mécanisme mettant en jeu un troisiéme acteur moléculaire, le facteur NLI
(nuclear LIM interactor / LDB1 / CLIM2) (Thaler et al., 2002). Dans les interneurones V2, un dimere
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Alignement dans la région du P-LIRE de souris :
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Figure 16 :
Comparaison des éléments de réponse aux facteurs LIM a
homéodomaine sur les promoteurs de rat et de souris

Les comparaisons de séquences ont été réalisées a partir du programme
ClustalW2 fourni par le European Bioinformatics Institute a I'EMBL
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). L'élément P-LIRE caractérisé dans
I'enhancer distal du promoteur de rat n'est pas conservé chez la souris. Dans
cette espéce, un élément de réponse homologue est présent dans la région
proximale du promoteur, en sens inverse (encadré violet). En revanche,
I'élément D-LIRE est conservé entre les deux espéces dans la méme région du
promoteur (encadré vert). Au final, chaque promoteur comporte deux éléments
LIRE caractérisés qui présentent les mémes potentialités de régulation par les
protéines LIM-HD.
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NLI s’associe a deux molécules de LHX3 pour former un complexe tétramérique (Figure 17). Dans les
motoneurones, ISL1 déplace la liaison entre NLI et LHX3, s’intercalant entre ces deux molécules au
sein d’'un complexe hexamérique. Le domaine d’ISL1 impliqué dans l'interaction avec les domaines
LIM de LHX3, nommé LBD (pour LHX3 Binding Domain), a été délimité récemment (Bhati et al.,
2008). La comparaison des interactions ISL1/LHX3 et NLI/LHX3 a permis de démontrer que le
domaine LBD d’ISL1 et le domaine LID (LIM Interaction Domain) de NLI interagissent avec LHX3 de
fagon comparable, bien que ces deux domaines ne partagent pas d’homologie de séquence. Ces
exemples permettent de mieux comprendre les mécanismes qui sous-tendent l'interaction d’'un méme
facteur, ici LHX3, avec plusieurs partenaires différents en fonction du type cellulaire, induisant la
formation de combinatoires spécifiques et 'engagement de la cellule dans une voie de différenciation

donnée.

Dans I'’hypophyse, une étude réalisée chez le porc a permis de démontrer une interaction
entre NLI et le facteur LIM-HD LHX2 dans I'hypophyse par une approche de double hybride (Susa et
al., 2006). Transfecté dans la lignée LBT2, NLI joue un réle de corépresseur en association avec
LHX2 sur l'activité du promoteur de 'aGSU porcine. Au laboratoire, la surexpression de NLI par
transfection transitoire dans les lignées gonadotropes murines a été réalisée en présence d’ISL1 et
LHX3, sans modifier de fagon significative I'effet de I’hétérodimeére sur 'activité du promoteur du Rgnrh
de rat. Cependant, ce résultat n’exclut pas la possibilit¢ d’'une implication du facteur NLI endogéne
dans I'action des protéines LIM-HD. Ces facteurs semblent particulierement bien adaptés pour agir au
sein d’'une combinatoire transcriptionnelle. En effet, leur domaine LIM constitue un module capable de
participer a de nombreuses interactions protéines-protéines (Dawid ef al., 1998). A titre d'illustration,
LHX3 interagit non seulement avec ISL1 mais également avec PITX1 et PIT1 pour réguler I'activité de
génes marqueurs de lignages hypophysaires (voir § lll / 2.4.4.a ; Bach et al., 1997, Sloop et al., 2001,
Granger et al., 2006). En outre, le facteur CLIM1, apparenté a NLI (CLIM2), est impliqué dans
l'interaction entre LHX3 et PITX1 régulant I'activité du promoteur de aGSU murine (Bach et al., 1997).
Par ailleurs, au laboratoire, une interaction fonctionnelle synergique a été observée entre les facteurs
LIM-HD et SF1, de maniére reproductible, sous-tendue par une interaction physique observée dans

des expériences de co-immunoprécipitation (Granger et al., 2006).

Ainsi, la régulation du promoteur du Rgnrh de rat dans les cellules gonadotropes semble
mettre en jeu de nombreuses interactions entre les éléments cis- et facteurs trans-régulateurs qui
définissent une combinatoire transcriptionnelle dépendant du stade de développement considéré. Nos
résultats suggérent notamment un dialogue subtil entre les facteurs LIM-HD et les facteurs GATA au
niveau de I'élément D-LIRE, dont les modalités et les implications restent a élucider. Ces facteurs,
exprimés trés précocement au cours de l'ontogenése hypophysaire, pourraient contribuer a
'émergence de I'expression du Rgnrh, mais pourraient également participer au maintien et/ou a la
régulation de son expression chez I'adulte. Par ailleurs, les mécanismes moléculaires en jeu
pourraient étre différents dans les sites d’expression extra-hypophysaires du Rgnrh. L’expression du
transgéne hors de I'hypophyse chez les souris Rgnrh-hPLAP nous a incités a examiner en détail

plusieurs sites extra-hypophysaires d’activité du promoteur. Parmi eux, I'hippocampe constitue un site
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Figure 17 :
Le code LIM dans la moelle épiniére

Dans les motoneurones, ISL1 et LHX3 sont associés au sein d'un
héxamere, qui met en jeu un dimére de NLI (Nuclear LIM Interactor).
Dans les interneurones V2, LHX3 seul forme un tétramére avec NLI.
Schéma modifié d'aprés Thaler et al., 2002.

LBD : LHX3 Binding Domain ; LID : LIM Interaction Domain.
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d’expression bien caractérisé du Rgnrh, contrairement a la rétine et a la glande pinéale chez les
Mammiféres. Ces études sont également I'occasion de faire le bilan des avantages et des limites liées

a I'étude d’'un tel modele transgénique.

2. Sites extra-hypophysaires d’expression du Rgnrh

2.1. Expression du Rgnrh dans I’hippocampe

2.1.1. Caractéristiques spatio-temporelles de I’expression du Rgnrh dans

’hippocampe

Alors que I'expression du Rgnrh est bien établie dans 'hippocampe chez I'adulte (voir § III /
3.3.2), nos travaux constituent la premiére description de I'expression du Rgnrh dans I'hippocampe au
cours du développement (voir V-2.Article 2). La quantification relative des niveaux d’ARNm du Rgnrh
a clairement démontré que cette expression hippocampique apparait uniquement aprés la naissance,
contrastant avec I'hypophyse ou ce géne est exprimé dés le développement embryonnaire (Granger
et al.,, 2004). Cette cinétique d’expression postnatale a pu étre confirmée en évaluant I'activité du
promoteur de 3,3 kb du Rgnrh de rat dans I'hippocampe des souris Rgnrh-hPLAP. Nos données sont
cohérentes avec la mise en évidence récente de I'expression du récepteur par immunohistochimie
dans les cerveaux murin et ovin ainsi que dans le cerveau humain, en particulier dans la formation
hippocampique (Albertson et al., 2008a, Wilson et al, 2006). La présence du Rgnrh dans
I'hippocampe chez I'humain, l'ovin, la souris et le rat conforte 'hypothése d'un réle essentiel du

systéme GnRH dans cette structure.

Dans I'hypophyse des souris Rgnrh-hPLAP, le transgéne est spécifiquement exprimé par les
cellules gonadotropes, a I'image du récepteur naturel (Granger et al., 2004). La détection de l'activité
hPLAP s’est révélée hautement résolutive, trés sensible et aisée a mettre en oeuvre. Ces
caractéristiques nous ont permis d’analyser en profondeur la localisation de I'activité hPLAP dans
'hippocampe. Ainsi, le transgéne est exprimé dans une population restreinte de neurones
hippocampiques postmitotiques, comme nous avons pu l'observer a la fois in vivo sur coupes de
cerveau adulte et in vitro dans des cultures primaires d’hippocampe. En revanche, le marqueur
astrocytaire GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) n’est jamais colocalisé avec le transgéne,
démontrant que ce dernier n'est pas exprimé dans les cellules gliales. L’activit¢ hPLAP intense
observée dans le stratum oriens et le stratum radiatum est cohérente avec les données antérieures
obtenues par liaison de '?°_GnRH et détection autoradiographique du récepteur (Leblanc et al., 1988,
Ban et al.,, 1990). En revanche, les travaux menés par hybridation in situ ont révélé I'expression du
transcrit dans la couche pyramidale contenant les corps cellulaires des neurones hippocampiques

(Jennes et Woolums, 1994, Jennes et al., 1997). L’ensemble de ces données suggére que le Rgnrh

185



est synthétisé dans la couche pyramidale puis migre le long des fibres des strata oriens et radiatum.
L’activité hPLAP reproduit plutét la distribution du récepteur fonctionnel que celle de son transcrit.
L'enzyme hPLAP semble migrer conjointement avec le récepteur, probablement du fait de I'ancrage
glycosylphosphatidylinositol (GPI) de cette protéine a la membrane plasmique (Badaloni et al., 2007).
D’autres données obtenues avec un anticorps anti-RGnRH privilégient un marquage de la couche
pyramidale, en contradiction avec les données obtenues par liaison de 2%|-GnRH (Wilson et al., 2006,
Albertson et al., 2008a). Toutefois, compte tenu de la fiabilité limitée des anticorps anti-RGnRH, nous

conclurons plutét sur la base des données de liaison et d’hybridation in situ.

Notre modéle transgénique a en outre permis d’observer un marquage intense dans le septum
latéral, apparaissant de fagon simultanée avec le marquage hippocampique au cours du
développement postnatal. De plus, nous avons observé des fibres marquées dans la fimbria tout le
long du trajet entre ces deux structures. D’aprés ces observations, I'expression du transgéne dans le
septum latéral est probablement consécutive au transport de I'enzyme hPLAP le long des fibres
nerveuses s’étendant depuis I'hippocampe en direction de la région septale. Ce transport
hippocampo-septal concernerait le RGnRH lui-méme, puisque le récepteur est effectivement détecté
dans cette région avec un ligand marqué alors qu’aucun signal n’est observé par hybridation in situ
(Jennes et Woolums, 1994). Cette protéine est donc présente mais synthétisée ailleurs, et, selon toute
vraisemblance, dans I'hippocampe. L'existence établie des projections hippocampo-septales fournit un
support neuroanatomique logique a un tel mécanisme (Alonso et Kéhler, 1982, Linke et al., 1995, Gao
et al., 1996, Yue et al., 2002).

2.1.2. Régulation hippocampique de I’expression du Rgnrh

L’analyse de I'expression de facteurs de transcription couplée aux transfections transitoires
dans des cultures primaires d’hippocampe de rat nous a permis d'initier le décryptage des
mécanismes modulant I'activité du promoteur du Rgnrh. Nous avons ainsi établi que la combinatoire
transcripionnelle en jeu dans I'hippocampe est clairement différente de celle identifiée dans
I'hypophyse. De toute évidence, les données acquises a la fois in vivo et in vitro démontrent que le
code hippocampique ne comprend ni les facteurs LIM-HD ISL1 et LHX3 ni SF1, facteurs qui jouent
ensemble ou séparément un rdle crucial dans I'expression hypophysaire du Rgnrh chez le rat,
I'hnomme et la souris (Hapgood et al., 2005, Granger et al., 2006). D’aprés nos résultats, cette
combinaison spécifique de facteurs implique CREB, NUR77, FOS et trés vraisemblablement d’autres
facteurs non encore identifiés. L'un d’entre eux pourrait interagir avec la partie trés proximale du
promoteur (-56/-32), comme le suggere l'activité cis-régulatrice élevée de cette région dans les

cellules hippocampiques.

Par ailleurs, notre étude suggeére I'existence de mécanismes répresseurs avant I'émergence
de I'expression du Rgnrh au cours du développement postnatal. Lors de la différenciation neuronale,
la levée de répression transcriptionnelle semble en effet constituer un mécanisme général, ou le

facteur répresseur REST/NRSF (Repressor Element-1 Silencing Transcription / Neuron-Restrictive
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Silencer Factor) joue un réle crucial (pour revue : Hirabayashi et Gotoh, 2010). Le promoteur du Rgnrh
de rat contient un motif apparenté a I'élément REST en position -2404/-2385. Il présente une
homologie élevée avec la séquence consensus REST, laissant supposer un rble de ce facteur dans la
répression de I'expression du Rgnrh dans I'hippocampe pendant la vie embryonnaire et autour de la
naissance. Des expériences de transfection dans des cultures primaires d’hippocampe d’age
équivalent a P (jour postnatal) 1 ont démontré que la délétion de la région distale interrompant
l'élément REST conduit a une augmentation de l'activité du promoteur (-2392/-32) par rapport a
I'activité du promoteur intact (-3255/-32). Ce méme promoteur a été utilisé pour diriger I'expression du
transgéne in vivo. Par conséquent, la cinétique d’expression du transgéne observée chez les souris
Rgnrh-hPLAP pourrait résulter d’'une répression induite par REST avant et autour de la naissance,
suivie d'une levée progressive de la répression dans la période postnatale. Cependant, ces résultats
ne démontrent pas formellement l'implication de REST, et l'inhibition du promoteur long in vitro
pourrait &tre médiée par un (ou plusieurs) autre(s) élément(s) localisé(s) dans la région distale délétée
(-3255/-2393). Afin d’évaluer limportance potentielle de I'élément REST in vivo, nous avons
récemment analysé la cinétique d’expression du transgéne dans une lignée murine exprimant ’hPLAP
sous le contréle d’'un promoteur plus court de 1,1 kb, ne comportant donc pas cet élément. Chez ces
souris, I'expression du transgene dans I'hippocampe a PO n’est pas détectable malgré I'absence de
I'élément REST. Cette observation suggére que le mécanisme répresseur observé in vitro n’est pas
en jeu in vivo. Il est aussi possible que la délétion de 2 kb supprime non seulement un élément
répresseur mais également un (ou plusieurs) élément(s) activateur(s) probablement localisé(s) entre -
2,4 et -1,1 kb. Une troisiéme hypothése impliquerait deux conditions nécessaires a I'activation du
Rgnrh : la levée de répression conjuguée a I'expression de facteurs ativateurs. Les observations
principales réalisées in vitro et in vivo concernant cet aspect de la régulation du promoteur dans

I’hippocampe sont résumées sur la Figure 18.

Dans le modéle portant le promoteur court de 1,1 kb, le transgéne est exprimé dans
I'hippocampe adulte. Il pourrait étre intéressant d’analyser en paralléle les cinétiques d’expression des
transgénes dirigés par le promoteur long et le promoteur court. Les premiéres observations réalisées
dans ce but ne permettent pas d’établir de différence entre les deux modéles, suggérant que toute la
région en amont des 1,1 kb proximaux ne joue qu’'un réle mineur dans la régulation du promoteur in
vivo. Cette région pourrait néanmoins avoir un impact quantitatif sur la transcription, qu’il serait
théoriquement possible d’évaluer en mesurant I'activité hPLAP par colorimétrie sur des extraits de
tissu ou en dosant les ARNm du gene rapporteur par RT-PCR quantitative. Cependant, I'absence
d’'information concernant l'influence du site d’insertion et le nombre de copies insérées rend peu

pertinente la comparaison des niveaux d’expression d’un transgéne entre différentes lignées.

2.1.3. Roles potentiels du systéme GnRH dans I’hippocampe

Le role du RGnRH dans le systéme limbique reste largement inconnu. Il pourrait y jouer un
role associé a la fonction de reproduction, en particulier dans I'amygdale, dont I'implication dans les

comportements reproducteurs a été mise en évidence par le passé (Rajendren et Moss, 1993). Le
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Figure 18 :
Bilan des activités promotrices du Rgnrh observées dans
I'hippocampe in vivo et in vitro

L'activité des différentes contructions représentées a été évaluée in vitro par
transfection transitoire dans les cultures primaires d'hippocampes de rats prélevés a
E18, équivalent a P1 apres cinq jours de culture (voir article 2, figure 5 / Materials and
Methods). Les constructions de 3,3 kb et 1,1 kb ont, en outre, été évaluées in vivo par
I'observation de l'activité hPLAP dans deux lignées transgéniques comportant soit le
promoteur de 3,3 kb (lignée Rgnrh-hPLAP) soit le promoteur de 1,1 kb fusionné au
gene rapporteur hPLAP et intégré dans le génome murin.
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récepteur pourrait également exercer bien d'autres fonctions, en particulier au cours du
développement postnatal. Nos résultats ont démontré que la GnRH, en activant son récepteur dans
des cultures primaires d’hippocampe, stimule I'expression des génes marqueurs de plasticité
neuronale comme Egr1, la spinophiline et la synaptophysine. De plus, I'expression de ces marqueurs
est corrélée a celle du Rgnrh in vivo dans I'hippocampe en développement. Ces données sont
cohérentes avec des travaux antérieurs démontrant le recrutement de la voie PKC et des
modifications des propriétés électriques de neurones hippocampiques par la GnRH (voir § 111 / 3.3.2 ;
pour revue : Skinner et al., 2009). La modulation de ces effets aprés castration illustre la contribution
essentielle des stéroides dans les fonctions hippocampiques du RGnRH. D’aprés une étude récente,
l'activation du RGnRH induit une augmentation de la densité d’épines synaptiques et de I'expression
de la spinophiline dans les neurones hippocampiques in vitro (Prange-Kiel et al., 2008). Les effets de
la GnRH sont abolis par un inhibiteur de I'aromatase, démontrant qu’ils sont dépendants de la
synthése d’cestradiol produit localement par les neurones. Associés a ces données, nos résultats
suggerent que le systtme GnRH contribuerait au développement postnatal en régulant la plasticité
synaptique. Ces effets que nous avons observés in vitro pourraient étre médiés par la synthése
d’cestrogenes ou dépendre d’'un mécanisme alternatif induit par la signalisation post-RGnRH. Le
traitement simultané des cultures d’hippocampe par la GnRH et par un inhibiteur de la synthése

d’cestradiol pourrait contribuer a élucider cette question.

Par ailleurs, un effet positif des cestrogénes a été mis en évidence récemment sur la
croissance axonale des neurones hippocampiques (von Schassen et al., 2006). Dans les cellules
aT3-1, la GnRH est capable d’induire des mouvements cellulaires dépendants de l'intégrité du réseau
d’actine (Navratil et al., 2007). Sur des tranches d’hypophyse, 'activation du récepteur provoque la
formation d’extensions et de mouvements cellulaires, suggérant un réle de la GnRH sur la plasticité
des cellules gonadotropes in vivo (Navratil et al., 2007). Plus important, dans la lignée humaine
FNC-B4, considérée comme un modéle de neurones a GnRH immatures, la GnRH induit in vitro la
croissance axonale, la réorganisation du cytosquelette d’actine et la migration neuronale (Romanelli et
al., 2004). Compte tenu de I'ensemble de ces résultats et de I'expression probable du transgéne
Rgnrh-hPLAP le long de projections hippocampo-septales, la GnRH pourrait jouer un réle dans la
croissance des neurones hippocampiques au cours de I'établissement des projections vers le septum
latéral. A I'image des projections rétino-thalamiques dont I'organisation topographique permet une
conservation des propriétés spatiales du signal visuel, les projections hippocampo-septales
s’établissent selon une carte topographique définie. En outre, il est bien établi que la mise en place de
ces projections met en jeu une famille de ligands transmembranaires, les éphrines, exprimées par le
cbne de croissance axonal, ainsi que leurs récepteurs a activité tyrosine-kinase présents dans le
septum latéral (Gao et al., 1996, Yue et al., 2002 ; pour revue: Martinez et Soriano, 2005).
L’expression de ces molécules sous forme de gradients permet aux axones d’atteindre correctement
leur cible définitive. La GnRH, qui est fortement exprimée dans la région septale, pourrait constituer un
signal diffusible jouant un réle chémoattractant dans la guidance et/ou la croissance des axones
hippocampiques exprimant le Rgnrh. Cette hypothése ouvrirait des perspectives nouvelles quant a la

fonction du systéme GnRH au cours du développement postnatal.
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La GnRH est capable d’induire la synthése d'cestradiol in vitro dans des cultures
d’hippocampe (Prange-Kiel et al., 2008). Pour cette raison, nous avons entrepris d’évaluer l'effet de la
GnRH sur I'expression des génes codant pour deux facteurs jouant un réle crucial dans la synthése
de l'cestradiol, 'aromatase (CYP19) et la StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein). Dans les
cultures primaires d’hippocampe de rat, le gene Cyp79, est exprimé trop faiblement pour étre
quantifié. La régulation de ce géne par la GnRH est cependant suggérée par une étude récente ayant
mis en évidence un effet positif de la GnRH sur la transcription de Cyp19 in vitro dans des cellules de
granulosa humaines (Winkler et al., 2010). D’autre part, nous sommes parvenus a quantifier le niveau
d’expression du géene Star dans les cultures d’hippocampe, sans pour autant mettre en évidence
d’effet régulateur de la GnRH. A Tinverse, un effet stimulateur de la GnRH (1nM, 90 min) a été
observé trés récemment sur I'expression du géne Star dans la lignée de neuroblastome humain SH-
SY5Y (Rosati et al,, 2011). Dans ces cellules, les auteurs ont démontré que cet effet dépend de
I'activation des récepteurs de la LH. La stimulation de la synthése de LH par la GnRH est en outre
suggérée par une augmentation de la quantité de transcrits du géne Lhg suite a un traitement des
cellules par le neuropeptide. Un effet similaire de la GnRH sur I'expression de la protéine LHB a par
ailleurs été observé dans la lignée de neuroblastome humain M17 (Wilson et al., 2006). En résumé,
dans la lignée SH-SY5Y, un traitement par la GnRH serait capable d’'induire la synthése de LH, qui, a
son tour, induirait I'expression du géne Star. La StAR participerait alors a la production d’'cestradiol,
observée aprés un traitement des cellules par la GnRH pendant 24 a 72 heures. Si la régulation des
génes Cyp19 et Star par la GnRH était avérée dans I'hippocampe, ces mécanismes pourraient
participer a la stimulation de la synthése d’cestradiol par le neuropeptide observée in vitro dans des
cultures d’hippocampe (Prange-Kiel et al., 2008). La modulation directe de I'activité de ces enzymes
par la signalisation post-récepteur constitue une seconde hypothése non exclusive n'impliquant pas

de régulation transcriptionnelle.

Par ailleurs, la LH constitue une cible essentielle de la signalisation post-RGnRH dans les
cellules gonadotropes (voir § Ill / 1.1.2.c). Comme mentionné ci-dessus, I'expression de la LHB est
modulée in vitro par la GnRH dans deux lignées de neuroblastome humain (Wilson et al., 2006, Rosati
et al, 2011). En outre, I'expression de la LH a été mise en évidence dans des neurones
hippocampiques humains ainsi que dans I'hippocampe de rat 4gé (Bowen et al., 2002, Wilson et al.,
2006, « discussion »). Dans ce contexte, nous avons recherché un effet de la GnRH sur I'expression
du géne LhB dans les cultures primaires de cellules hippocampiques de rat. Si nos résultats ont
confirmé la présence du transcrit de ce géne dans ces cultures, ils n‘ont en revanche pas permis de
mettre en évidence une régulation de cette expression par la GnRH. Nous avons par ailleurs détecté
de faibles taux, non quantifiables, de transcrit de la sous unit¢é aGSU, indiquant une production
possible de LH fonctionnelle dans 'hippocampe. Pour conclure de fagon plus définitive sur ce point, il
serait nécessaire non seulement de tester des doses variables d’agoniste, mais également de
comparer les effets de stimulations continues et pulsatiles sur les neurones hippocampiques, compte
tenu de lI'importance primordiale de ce paramétre dans les effets classiquement induits par la GnRH
(voir § 11 / 1.1.2.c). D’autre part, nous avons pu observer in vivo une diminution rapide de I'expression

des génes Star et Lhf3 au cours du développement postnatal dans I'hippocampe de rat, ainsi que de
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Cyp19 mais de facon plus modérée (Figure 19). L’expression de ces génes semble ainsi varier de
maniére opposée a celle du récepteur. Ces résultats préliminaires doivent étre réexaminés et
approfondis afin d’évaluer le lien existant entre le systtme GnRH hippocampique et I'expression de

facteurs jouant un réle crucial a différents niveaux de I'axe gonadotrope.

L’hippocampe constitue la région du cerveau la plus gravement affectée chez les patients
atteints de la maladie d’Alzheimer (MA). Parmi les mécanismes entrainant la dégénérescence
progressive des cellules nerveuses, la formation extracellulaire de dépéts de la protéine B-amyloide,
la polymérisation intra-neuronale de neurofibrilles de protéine Tau hyperphosporylée ou encore
'exceés de stress oxydatif sont le plus souvent invoqués. Bien que [I'étiologie de la MA reste mal
comprise, elle survient tres généralement chez des personnes agées, de fagon plus fréquente chez
les femmes que chez les hommes, laissant supposer une contribution des changements hormonaux
liés a la ménopause dans le développement de cette pathologie (pour revue : Webber et al., 2007). La
ménopause se caractérise notamment par I'arrét de la sécrétion d’cestradiol par I'ovaire, induisant
secondairement une hausse des taux plasmatiques de LH et de FSH. Des études épidémiologiques
ont permis d’'observer un taux circulant en gonadotropines deux fois plus élevé chez les patients
atteints de la MA par rapport aux individus témoins sains d’'une méme tranche d’age (Bowen et al.,
2000, Short et al., 2001). Associée a cette observation, I'expression élevée du récepteur de la LH
dans I'hippocampe suggeére I'implication de cette hormone dans le développement de la MA (Lei et al.,
1993). En outre, la LH serait capable de franchir la barriere hémato-encéphalique, comme l'indique
une étude concernant 'hCG, hormone étroitement apparentée a la LH et qui interagit avec les mémes
récepteurs (Lukacs et al., 1995). In vitro, la LH favoriserait la formation de plaques amyloides dans
des cultures cellulaires de la lignée M17 (Bowen et al., 2004). In vivo, I'effet neurotoxique de la LH est
fortement suggéré par I'amélioration des symptdbmes, suite a un traitement par un agoniste de la
GnRH, chez des souris transgéniques agées servant de modéle d’étude pour la MA (Tg 2576)
(Casadesus et al.,, 2006). Ce traitement, abolissant la sécrétion de LH par I'’hypophyse antérieure,
entraine une diminution des dépdts amyloides dans I'hippocampe, associée a une amélioration des
performances cognitives des animaux. Comme mentionné plus haut, la LH serait également produite
directement dans le cerveau. Chez le rat, 'expression de la LH dans 'hippocampe serait indétectable
autour de 3 a 5 mois mais augmenterait avec I'dge chez les animaux de 1 et 2 ans (Wilson et al., 2006
« discussion »). Nos résultats au cours du développement postnatal suggérent en outre une
expression élevée de la LHB autour de la naissance (Figure 19). Ces deux observations suggérent
une LH hippocampique élevée avant et autour de la naissance ainsi que chez I'animal agé, et plus
faible entre ces deux phases, c'est-a-dire pendant la période de vie reproductive active. Chez
’homme, I'expression de la LHB est augmentée dans les neurones hippocampiques des individus
atteints de la MA (Bowen et al, 2002). De méme, la StAR parait fortement surexprimée dans le
cerveau des patients atteints de la MA, ou elle est en outre colocalisée avec le récepteur de la LH
(Webber et al., 2006). L’ensemble de ces résultats suggere un rdle de la LH, produite localement et/ou
d’origine périphérique, dans le développement de la MA, favorisant notamment le développement de
plagues de protéine B-amyloide, par un mécanisme qui pourrait mettre en jeu une modulation de la

neurostéroidogenése. Compte tenu du roéle potentiel du systtme GnRH hippocampique dans la
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Figure 19 :
Expression de Cyp19, StAR et Lhp3 dans
I'hippocampe en développement

La quantification des ARNm de Cyp19, Star et Lhp isolés
d'hippocampe de rat a été réalisée par RT-PCR en temps
réel comme décrit précédemment (Article 2 / Materials and
Methods). jpn : jours post-nataux ; *: p < 0,05; ** p < 0,01 ;
***p <0,001.

192



régulation de ces processus, il serait particuliérement intéressant d’évaluer son implication dans le
développement de cette maladie et, plus généralement, dans les processus liés au vieillissement
(Wang et al., 2010).

2.1.4. Source de GnRH

L'une des questions sous-jacentes a notre étude concerne la source de ligand capable
d’activer le récepteur hippocampique. Il est important de souligner que la GnRH est quasi-indétectable
dans la circulation générale, ou sa demi-vie est estimée a 2 ou 3 minutes (Fauconnier et al., 1978). Ce
peptide ne peut donc agir qu’a faible distance de son site de libération. La GnRH secrétée par les
neurones hypothalamiques hypophysiotropes au niveau de I'éminence médiane pourrait atteindre
I'hippocampe via le liquide céphalo-rachidien (LCR) (Skinner et al., 1995). Cependant, des données
récentes ont démontré que la GnRH est présente en concentration active dans le LCR uniquement
dans le troisiéme ventricule a proximité immédiate de I'éminence médiane chez la brebis (Caraty et
Skinner, 2008). La GnRH pourrait étre produite localement et agir de fagon autocrine ou paracrine.
Nous avons en effet détecté les transcrits de la GnRH en faible quantité dans I'hippocampe (non
illustré). En revanche, nous n'avons pas observé de marquage immunohistochimique suggérant soit
que le peptide lui-méme n’est pas traduit, soit qu’il s’exprime a un niveau trop faible pour étre détecté.
Nous avons par ailleurs observé des niveaux élevés du transcrit de la GnRH dans le septum du rat
(non illustré), associés a une immunoréactivité anti-GnRH localisée exclusivement dans le septum
médian, en accord avec des résultats antérieurs démontrant I'existence de neurones a GnRH dans
cette région (Skynner et al., 1999b, Spergel et al, 1999). Comme le septum médian émet des
projections vers les régions CA1 et CA3 ainsi que vers le gyrus denté (Colom et al., 2005), la GnRH
pourrait vraisemblablement atteindre I'hippocampe par un trajet septo-hippocampique (Jennes et
Stumpf, 1980).

2.2. Expression du Rgnrh dan la rétine et la glande pinéale

Pour la premiére fois chez un mammifére, nous avons démontré que le promoteur du Rgnrh
pouvait étre activé in vivo dans deux organes participant conjointement a la synchronisation des
rythmes biologiques, la rétine et la glande pinéale (voir V-3.Article 3). Chez les souris Rgnrh-hPLAP,
I'expression du transgéne débute pendant la vie embryonnaire, a E13,5 dans la glande pinéale et a
E17,5 dans la rétine. Alors que I'expression rétinienne semble s’atténuer chez I'animal adulte, elle
persiste a un niveau apparemment élevé dans la glande pinéale, a I'image de I'expression du
transgéne dans I'hypophyse. Afin de déterminer quels mécanismes moléculaires pourraient activer le
promoteur du Rgnrh dans ces sites, nous y avons recherché I'expression des facteurs participant a la
combinatoire transcriptionnelle gonadotrope. En outre, la rétine et la glande pinéale sont étroitement
apparentées d’'un point de vue évolutif et développemental, laissant supposer que certains facteurs

présidant a la différenciation de ces deux structures jouent un réle dans l'activation du promoteur du
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Rgnrh. La recherche de facteurs de la combinatoire gonadotrope a permis de mettre en évidence une
expression des génes codant les facteurs CREB et NUR77. A contrario, SF1 était absent alors que les
transcrits codant les protéines LIM-HD ISL1 et LHX3 n’étaient détectés que dans la rétine. Plus
important encore, nous avons établi que le facteur Paired-like a homéodomaine OTX2, qui joue un
réle crucial dans la différenciation de la rétine et de la glande pinéale (Nishida et al., 2003), est
capable de réguler I'expression du Rgnrh a la fois dans le contexte des cellules gonadotropes aT3-1
(voir § V / 1.1.3.d), mais également dans des cellules non hypophysaires. Dans les cellules
hétérologues CHO, OTX2 agit en association avec CREB via un nouvel élément de réponse localisé
dans la région proximale du promoteur, a 60 pb en amont de I'élément de réponse CRE. La région
délimitée, entre -180 et -136, contient un motif TAAT qui pourrait constituer la cible de d’OTX2. Dans
les cellules gonadotropes, OTX2 agit préférentiellement en association avec PROP1, facteur qui n’est
exprimé ni dans la glande pinéale ni dans la rétine. Ces données suggérent la mise en jeu de codes
transcriptionnels différents entre I'hypophyse et les sites extra-hypophysaires exprimant OTX2 a
savoir la glande pinéale et la rétine, qui pourrait impliquer une interaction fonctionnelle différentielle
d’OTX2 respectivement avec PROP1 ou CREB.

Comme ce fut le cas dans d’autres sites d’expression du transgéne tels que I'hypophyse,
I'hippocampe et 'amygdale, nous avons pu établir une corrélation entre I'expression du transgéne
dans ces deux sites et I'expression du Rgnrh endogéne. Néanmoins, la nécessité de réaliser 40
cycles ou une PCR emboitée (Nested PCR) pour le révéler indique que I'expression de ce géne y est
probablement plus faible que dans les sites précédemment étudiés. Si nos résultats permettent
d’entrevoir un réle possible de la GnRH au niveau de la glande pinéale, ils posent également la
question de l'origine de la GnRH susceptible d’activer le récepteur dans cet organe. En premiére
hypothése, La GnRH pourrait provenir de fibres nerveuses libérant localement ce neuropeptide, mais

également du liquide céphalo-rachidien du 3°™

ventricule en contact avec la glande pinéale. Une telle
présence de GnRH dans le liquide céphalo-rachidien a été clairement mise en évidence chez la brebis
et il a été démontré qu'elle avait la méme origine que celle du sang porte hypothalamo-hypophysaire
(Skinner et al., 1995). Cependant, des données récentes suggéerent que la GnRH du LCR pourrait ne
pas atteindre la glande pinéale en concentration active (Caraty et Skinner, 2008). Concernant la
rétine, la présence de fibres immunoréactives pour la GnRH a été mise en évidence dans le nerf
optique de plusieurs espéces dont le rat (voir § lll / 3.4 ; Santacana et al.,1996), chez lequel des
projections rétinopétales a GnRH ont été visualisées par injection d’un traceur rétrograde dans I'ceil
(Vereczki et al., 2006). En outre, nous avons détecté la présence du transcrit de la GnRH dans la

rétine, suggérant une production locale et une action paracrine ou autocrine de ce peptide.

Chez les Mammiféres, la glande pinéale assure la production nocturne de mélatonine qui
porte le signal neuroendocrine permettant aux autres organes d’adapter leur activité en fonction des
alternances jour/nuit et des saisons. Cette glande fait partie d’'un ensemble de structures cérébrales et
nerveuses interconnectées formant le systéeme photoneuroendocrine dont le moteur est le noyau
suprachiasmatique (SCN) hypothalamique (Figure 20). Ce dernier constitue I'horloge interne majeure

qui module indirectement la sécrétion de mélatonine et, par suite, les rythmes biologiques. Dans ce
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Figure 20 :
Le systéme photoneuroendocrine

Chez les Mammiferes, la rétine neurosensorielle capte la lumiére qu'elle transmet sous
forme d'information nerveuse au noyau suprachiasmatique (SCN) via le tractus rétino-
hypothalamique, le SCN contrélant quant a lui I'activité de la glande pinéale via le noyau
paraventriculaire (PVN) et un circuit nerveux impliquant une colonne de cellules
intermédiolatérales de la moelle épiniére, des ganglions cervicaux supérieurs et des
neurones sympathiques post-ganglionnaires. Pendant la nuit, la glande pinéale
synthétise et libére la mélatonine, qui, a son tour, exerce un contrdle sur l'activité du
SCN (Schéma modifié d'aprés Maronde et Stehle, 2007).
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systéme, la rétine intervient en captant la lumiere qu’elle transmet sous forme d’information nerveuse
au SCN via le tractus rétinohypothalamique, le SCN contrélant quant a lui I'activité de la glande
pinéale via le noyau paraventriculaire (PVN) et un circuit nerveux complexe impliquant une colonne de
cellules intermédiolatérales de la moelle épiniére, des ganglions cervicaux supérieurs et des neurones
sympathiques post-ganglionnaires (Maronde et Stehle, 2007). De facon intéressante, les génes de
I'horloge Clock et Bmal1 semblent impliqués dans la régulation de I'expression hypophysaire du Rgnrh
chez la souris (Resuehr et al., 2007). Ces facteurs, qui forment un hétérodimére impliqué dans
I'établissement du rythme circadien dans le SCN, sont également exprimés dans plusieurs tissus
périphériques incluant la glande pinéale et la rétine, ou ils pourraient participer a I'activation du
promoteur du Rgnrh de rat. Confortant cette hypothése, la comparaison des régions promotrices
proximales (600 pb) de rat et de souris révele la conservation de cing motifs E-box chez le rat sur sept
présents chez la souris, constituant des sites potentiels de liaison pour ces facteurs de type Hélice-

boucle-hélice basique (Figure 21).

On sait que l'environnement lumineux joue un réle déterminant dans les processus
biologiques et comportementaux associés a la reproduction. Dans ce contexte, de nombreux travaux
ont été consacrés a I'élucidation des mécanismes de contréle de la fonction de reproduction par la
mélatonine, a savoir en particulier comment la mélatonine peut influer sur I'activité du systéme GnRH
(Malpaux, 2001). Réciproquement, la question d’une influence de la GnRH sur la production de
mélatonine n’a, a ce jour, pas été abordée de fagcon approfondie (Itoh et al., 2003, Simonneaux et
Ribelayga, 2003). La présence possible de RGnRH dans la rétine et dans la glande pinéale constitue
dans ce domaine une idée novatrice puisqu’elle suggere une influence potentielle de la GnRH sur le
systeme photoneuroendocrine lui-méme. Par ailleurs, la présence et les effets du systeme GnRH
dans la rétine et la glande pinéale ont été étudiés de fagcon beaucoup plus approfondie chez les
poissons Téléostéens (voir § Il / 3.4). Ces résultats suggerent une expression ancestrale du RGnRH
dans la rétine et la glande pinéale chez les Gnathostomes, récepteur qui pourrait avoir acquis — ou
perdu — certaines fonctions dans chaque groupe de fagon indépendante.

2.3. Autres sites d’expression du transgéne

Outre I'hippocampe et le septum latéral, plusieurs régions du systéme limbique présentent un
marquage hPLAP postnatal, incluant le noyau basal amygdaloide, marqué de fagon intense, ainsi que
le cortex enthorinal. Le transgéne Rgnrh-hPLAP pourrait constituer un outil précieux dans I'étude de
I'établissement de projections entre ces différentes structures limbiques. A proximité du systéme
hippocampo-septal, plusieurs autres structures sont marquées chez l'animal aprés la naissance.
Parmi elles, I'organe subfornical ainsi que 'OVLT (Organe Vasculaire de la Lame Terminale) et le
MnPO (Median Preoptic Nucleus) hypothalamiques sont trois organes circumventriculaires irrigués par
des vaisseaux sanguins dépourvus de barriere hémato-encéphalique. Nos données acquises par
immunohistochimie anti-GnRH ont permis d’observer la présence de fibres 8 GnRH a proximité directe

des marquages hPLAP, notamment dans 'OVLT, ou la zone exprimant le transgéne est entourée par
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Figure 21 :

Alignement des régions proximales des promoteurs du

Rgnrh de souris et de rat

Les séquences proximales (environ 600 pb) des deux promoteurs ont été
comparées en utilisant le programme d'alignement ClustalW2 fourni par le
European Bioinformatics Institute (EMBL). Les sept motifs E-box présents
dans la séquence de souris sont surlignées en jaune. Sur ces sept motifs,
cing sont parfaitement conservés chez le rat. L'un d'entre eux a été
caractérisé chez la souris comme site de liaison pour NEUROD1 dans les
cellules aT3-1 et MASH1 dans les cellules LBT2 (Cherrington et al., 2008).
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une zone d’expression intense de la GnRH. Cette observation fournit une hypothése quant a la source
de GnRH qui pourrait activer le récepteur dans ces sites. L’absence de colocalisation stricte entre
I'expression du transgene Rgnrh-hPLAP et I'anticorps anti-GnRH dans I'hypothalamus est plutét en
faveur d’'un mode d’action paracrine de la GnRH. De méme, chez les souris Rosa26-Yfp x Rgnrh-Cre
(voir § 11l / 2.5.2), le promoteur murin du Rgnrh n’induit pas d’expression de I'YFP dans les neurones a
GnRH embryonnaires et adultes (Wen et al., 2010). La régulation autocrine des neurones a GnRH,
mise en évidence dans une lignée humaine, pourrait étre tout a fait spécifique de cette espéce
(Romanelli et al., 2004).

Par ailleurs, plusieurs sites d’expression additionnels du transgéne ont pu étre observés dans
le cerveau des souris Rgnnh-hPLAP. Ainsi, la région antérieure du cerveau présente plusieurs sites
marqués de facon faible et diffuse aprés la naissance, incluant le claustrum et la partie latérale du
caudoputamen (Figure 22). Postérieurement, des corps cellulaires marqués ont été observées dans
la division latérale du noyau parabrachial ainsi que des fibres dans la partie ventrale de la substance
grise périaqueducale (Figure 23C,E). Dans le cervelet, un marquage intense est visible des PO
(Figure 23B). A P17, un marquage ponctuel dans la partie centrale du nodulus suggére que des
faisceaux de fibres sont orientés selon un axe rostrocaudal (Figure 23G,l). En revanche, en position
plus dorsale, le marquage homogéne des fibres pourrait refléter une orientation temporo-nasale
paralléle au plan de coupe (Figure 23G,H). Dans le cerveau moyen, le noyau oculomoteur est marqué
de fagon intense dés le développement embryonnaire (Figure 23A,C), de méme que les fibres
nerveuses qui en sont issues, dont il est possible de suivre la trajectoire jusqu'aux muscles
oculomoteurs (voir également V-4.Article 4). De fagon analogue, des fibres nerveuses émanant de la
medulla oblongata s’allongent vers la région postérieure de I'embryon (Figure 24). En se rapprochant
du plan sagittal, ces fibres sortent du crane et forment des ganglions au niveau du cou de I'animal,
puis un nerf marqué issu d’un renflement ganglionnaire s’étend vers la périphérie. La localisation de
ces structures ainsi que leur organisation indiquent qu’il s’agit vraisemblablement du nerf vague (X),
qui émerge de la medulla oblongata, sort du créne par le foramen jugulaire en formant
successivement deux ganglions (supérieur et inférieur) puis innerve de nombreux organes dans la

cavité thoracique et abdominale.

Dans tous ces sites, I'expression du transgéne pourrait indiquer une expression du Rgnrh lui-
méme, mais cette corrélation reste néanmoins a établir, de méme que le rble potentiel du récepteur
dans ces structures. Si les données acquises grace a ce modeéle transgénique ouvrent des
perspectives passionnantes, ses limites doivent néanmoins étre prises en considération lors de

l'interprétation des données.

2.4. Intéréts et limites du modéle transgénique Rgnrh-hPLAP

Comme l’illustrent les résultats obtenus au laboratoire dans I'hypophyse puis dans les sites

d’expression extra-hypophysaires au cours de cette étude, la grande sensibilit¢ de détection de
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Figure 22 :
Expression du transgéne Rgnrh-hPLAP dans le cerveau antérieur

L'activité hPLAP correspondant a l'activité promotrice du Rgnrh a été révélée sur
des coupes coronales de cerveaux de rats males a P17 comme décrit
précédemment (partie IV / 2-Article 2). Le marquage a été observé dans le
caudoputamen (CP), dans une portion latérale a proximité du corps calleux.
L'activité hPLAP a également été détectée dans le claustrum (CLA), la couche 6 de
l'isocortex (6b) et dans les parties dorsales de la taenia tecta (TTd) et du noyau
endopyriforme (EPd). Les coupes A, B, C se succédent selon une orientation rostro-
caudale.

Autres abréviations : LS: Septum latéral ; ACB: Noyau accumbens ; fa: corps
calleux, forceps antérieur ; ac: commissure antérieure.
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Abréviations:  AQ:  Aqueduc
cérébral; CB: Cervelet; CBX: Cortex e MO
cerebelleux; DGcr: créte du gyrus hPLAP DAPI merg
denté; Ill: Noyau oculomoteur (Ill); =

LING: Lingula; LPB: Noyau
parabrachial latéral; MB: Cerveau
moyen; NOD: Nodulus; P: Pont ;
PAG: Substance grise
périaqueducale; SNr: substance
noire réticulée; V4: Quatrieme
ventricule; PRT : Aire prétectale.

Figure 23 :
Expression du transgéene Rgnrh-hPLAP dans les cerveaux
moyen et postérieur

L'expression du transgene a été révélée sur coupes coronale (A) ou parasagittale (B) de
tétes a PO ou sur des coupes coronales de cerveaux a P17 (C-F). Expression du
transgéne: A, dans les noyaux oculomoteurs; B, dans le cervelet bordant le 4éme
ventricule; C, dans l'aire prétectale; D, dans les noyaux oculomoteurs et les fibres
émergeant de ces noyaux (a gauche) ; dans le gyrus denté et la substance noire (a
droite). E, dans le noyau parabrachial latéral et la substance grise périaqueductale; F-I,
dans le cervelet. Echelle : 200 um.
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Figure 24 :
Expression du transgéne Rgnrh-hPLAP dans le nerf vague (X)

L'expression du transgéne a été révélée sur coupes parasagittales d'embryon a
E15,5. Le plan de coupe se rapproche progressivement du plan sagittal dans
les sections A a D. Les différents plans permettent de suivre l'allongement
antéro-postérieur des fibres marquées, depuis la medulla oblongata (MO)
jusqu'a la périphérie. Echelle : 500 ym.
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lactivité hPLAP mais surtout la possibilité de révéler cette activité in situ avec une haute résolution
permettent une analyse fine de la localisation cellulaire de I'expression du transgéne Rgnrh-hPLAP
(voir V-4 Article 4). En outre, du fait de son ancrage a la membrane, 'enzyme hPLAP semble
constituer un modele pertinent pour le suivi de I'expression d’'un récepteur transmembranaire tel que
le RGnRH. Le marquage continu de plusieurs trajets nerveux, a savoir le trajet hippocampo-septal, les
projections oculomotrices et le nerf vague, illustre 'un des avantages majeurs du modéle transgénique
Rgnrh-hPLAP, qui permet de suivre I'expression du géne rapporteur le long de fibres nerveuses,
vraisemblablement grace a un transport de 'enzyme dans les prolongements neuronaux. Ce systéme
permet non seulement de suivre précisément la répartition spatiale d’expression du transgéne mais
également de déterminer aisément le patron temporel d’activation du promoteur au cours du
développement. Le promoteur du Rgnrh de rat semble ainsi étre majoritairement activé dans des
structures nerveuses, de fagon différée aprés la naissance dans le cerveau antérieur, incluant des
structures d’origine télencéphalique (cortex, hippocampe, septum, amygdale...) et diencéphalique
(hypothalamus). Dans certaines structures nerveuses plus postérieures, I'activation du transgéne est
parfois visible trés t6t au cours de la vie embryonnaire des E12,5, comme c’est le cas des noyaux
oculomoteurs mésencéphaliques, des nerfs oculomoteurs (lll), du cervelet et des nerfs vagues (X).
Par ailleurs, plusieurs structures de nature glandulaire sont également marquées deés la vie
embryonnaire, a savoir 'hypophyse antérieure (E13,5), le testicule (E12) et la glande pinéale (E12,5).
La comparaison de ces différents contextes d’expression pourrait faciliter I'identification des facteurs
induisant I'activation du promoteur du Rgnrh et, dans certains cas, réprimant I'expression du

transgéne jusqu’a la période postnatale.

Le transgene est dirigé par une région 5’ bien définie du géne d’intérét. Ce type d’approche
est, de ce fait, utilisé pour délimiter la région promotrice active in vivo dans un contexte cellulaire
donné (Granger et al., 2004). Néanmoins, les régions d’ADN entourant le site d’'insertion sont, en
théorie, susceptibles de modifier I'expression du géne rapporteur et donc la régulation spécifique du
promoteur. L’'une des limites de ce modeéle en tant qu’outil d’investigation des sites d’expression du
Rgnrh réside dans I'existence potentielle de différences entre le patron d’expression du transgene et
celui du géne endogéne, recouvrant deux types de situations: 1/ une expression ectopique du
transgéne dans un site n’exprimant pas le Rgnrh ; 2/ 'absence d’expression du transgéne dans un
site d’expression avéré du Rgnrh. La premiére situation pourrait étre liée a I'absence d'éléments
répresseurs dans le transgéne présents dans le locus du géne endogéne, ou encore a l'influence
d’éléments activateurs de la transcription a proximité du site d’insertion. La deuxiéme situation,
illustrée par le cas de l'ovaire dans notre modéle Rgnrh-hPLAP, pourrait refléter I'implication d’'un
promoteur alternatif. En effet, le promoteur de 3,3 kb de rat n’est pas capable d’induire I'expression de
I'hPLAP dans l'ovaire, alors que I'expression du Rgnrh y est bien établie (voir § Ill / 3.1). La situation
peut parfois atteindre un haut degré de complexité, comme lillustre bien le cas du géne Sf71, dont
I'expression dans la poche de Rathke nécessite la présence d’'un enhancer intronique spécifique (voir
§ V / 1.1.5). Certaines des situations évoquées ci-dessus font référence a une influence du site
d’insertion sur I'expression du transgéne. A l'inverse, le transgéne pourrait avoir des conséquences

inattendues et non maitrisables en modifiant les propriétés de son locus d’insertion, par exemple en
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interrompant une phase ouverte de lecture. Afin d’éliminer les risques d’interprétations erronées, il est
préférable de vérifier que les caractéristiques d’expression du transgéne sont identiques dans
plusieurs lignées portant le méme transgéne (Granger et al., 2004). De plus, la validation des résultats
dans chaque site d’expression devrait étre appuyée par des approches complémentaires permettant
de corréler I'expression du transgéne et la transcription du géne endogéne, comme nous I'avons

systématiquement réalisé dans les sites d’expression extra-hypophysaires étudiés.

Chez les Mammiféres, les techniques de transgenése ont été développées et appliquées
essentiellement chez la souris. Dans le modéle murin Rgnrh-hPLAP, le promoteur de rat est capable
d’'induire une expression adéquate du transgéne dans les cellules gonadotropes de souris,
démontrant que la proximité entre ces espéces est suffisante pour conserver la spécificité
gonadotrope d’activation du promoteur. Consolidant cette idée et élargissant sa portée au-dela du
groupe des Rongeurs, le promoteur ovin du Rgnrh est également activé de fagon prépondérante dans
I'hypophyse de souris (Duval et al., 2000, voir également V-4.Article 4). Ainsi, les différents facteurs
nucléaires de types généraux (ie : complexe d’initiation de la transcription) comme de types plus
spécifiques des cellules gonadotropes murines sont capables non seulement d’induire I'expression du
Rgnrh endogéne par définition mais également d’activer les promoteurs ovin et de rat, validant ainsi
'approche de transgenése chez la souris pour étudier les propriétés d’'un promoteur d’une autre
espece de Mammifere. Plus surprenant, nous avons constaté que certaines caractéristiques de
I'expression du transgéne refletent I'expression du géne endogéne chez le rat sans que ces propriétés
soient toutes partagées chez la souris. Plus précisément, nous ne sommes pas parvenus a détecter le
transcrit du Rgnrh dans I'hippocampe de souris par RT-PCR. Dans I'hypothése ou ce résultat
refléterait bien I'absence d’expression du Rgnrh dans I'hippocampe de souris, cela laisserait supposer
que le promoteur de rat, en induisant I'expression du transgéne Rgnrh-hPLAP, se comporte chez la
souris comme dans I'hippocampe de rat. Cette donnée suggere que l'origine du promoteur est
prépondérante sur l'origine du contexte nucléaire pour déterminer le statut d’activation du promoteur
dans un tissu homologue. En ce sens, nos données sont cohérentes avec les observations réalisées a
plus grande échelle chez un modéle murin portant un chromosome 21 humain additionnel (Wilson et
al., 2008). Dans les hépatocytes de ces souris, la fixation de facteurs de transcription, les régions
d’initiation de la transcription, les empreintes épigénétiques et I'expression génique, observées sur
toute la longueur du chromosome humain, reproduisent les résultats obtenus dans les hépatocytes
humains. En paralléle, la région homologue chez la souris, comme attendu, continue de se comporter
selon un profil murin. Les différences observées sont donc d’abord liées a la séquence génétique. En
accord avec ces données, I'expression du transgene Rgnrh-hPLAP dans I'hippocampe de souris
suggere que la séquence promotrice joue un réle dominant sur le contexte nucléaire dans I'induction
de programmes transcriptionnels. Ces données renforcent encore davantage la pertinence de
'approche de transgenése chez la souris comme outil d’investigation des processus de régulation

génique mis en jeu chez d’autres espéces apparentées.
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VIL.

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les travaux réalisés au cours de cette thése mettent en relief les multiples facettes que revét
I'étude de I'expression d’'un gene tel que le Rgnrh, qui présente la particularité d’étre exprimé dans de
multiples sites, mais de facon ciblée dans certains types cellulaires et selon une cinétique propre a
chaque tissu. Ce récepteur, qui, dans I'’hypophyse adulte, joue un réle crucial dans la fonction de
reproduction, pourrait ainsi étre impliqué dans plusieurs autres processus physiologiques au cours du

développement et chez I'adulte.

L’étude de la combinatoire transcriptionnelle régulant I'expression du Rgnrh dans les cellules
gonadotropes est intimement liée a la connaissance des mécanismes régulant I'ontogenése
hypophysaire. Dés E13,5, le promoteur du Rgnrh pourrait étre activé par I'hétérodimére de protéines
LIM-HD, ISL1/LHX3 (Granger et al., 2006). Il est bien établi que ces deux facteurs sont exprimés
précocement dans la poche de Rathke sous linfluence de gradients transitoires de molécules
signalisatrices extrinséques de type FGF et/ou BMP. En revanche, une fois ces gradients dissipés, les
mécanismes assurant le maintien de leur expression de fagon autonome restent largement inconnus.
L'un des objectifs actuels de I'équipe consiste a identifier certaines des boucles régulatrices en jeu,
dont la connaissance pourrait contribuer a retracer la cascade des événements moléculaires
aboutissant a I'expression du Rgnrh. Des données récentes acquises au laboratoire laissent penser
que le facteur Forkhead FOXL2 pourrait jouer un réle pivot dans ce processus. En particulier, une
approche visant a identifier les cibles de FOXL2 par immunoprécipitaion de la chromatine couplée a
une analyse par puce a ADN (ou « ChIP on chip ») a permis de mettre en évidence la présence de
FOXL2 sur le promoteur du géne codant ISL1 dans la lignée gonadotrope aT3-1. Cette information
suggéere que FOXL2, dont I'expression serait régulée par LHX3 (Ellsworth et al., 2006), pourrait
participer a la régulation de I'expression d’/s/1. L’identification d’'une seconde cible potentielle de
FOXL2, Pitx2, pourrait contribuer a mettre en lumiere les événements aboutissant a I'expression de
SF1, dont le géne possede un élément de réponse intronique pour PITX2 chez la souris (Shima et al.,
2008). L’analyse de ces données préliminaires permet ainsi de dresser un schéma hypothétique des
régulations en jeu dans I'’émergence du lignage gonadotrope et de I'expression du Rgnrh (Figure 25).
Ces hypotheses doivent étre testées par plusieurs approches complémentaires dans le but de
déterminer si la fixation de FOXL2 sur les promoteurs d’/s/1 et de Pitx2 est effectivement associée a

un effet régulateur, et, le cas échéant, de caractériser la réponse de ces génes a ce facteur.

Nos analyses ont révélé que des facteurs communs a plusieurs tissus comme CREB ou OTX2
s’associent avec des partenaires différents et interagissent avec des éléments de réponse variables
suivant les tissus. Cette souplesse et cette adaptation des combinatoires transcriptionnelles pourraient
permettre d’expliquer comment le géne du récepteur peut s’exprimer spécifiquement dans plusieurs
types cellulaires en utilisant un seul et méme promoteur. Ces données éclairent d’un jour nouveau ce
que révéle I'analyse théorique de cette séquence promotrice. Sur les 33 TAAT mis en évidence sur le

promoteur de 1,1 kb, motifs de reconnaissance pour les facteurs a homéodomaine, seuls 6 se sont
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Figure 25 :

Perspectives : émergence et maintien des marqueurs de
différenciation du lignage gonadotrope

Les gradients morphogénétiques (FGF/BMP) induisent précocement
I'expression de facteurs de transcription dans la poche de Rathke, dont certains
persistent au cours du développement et chez I'adulte. FGF8 induit I'expression
de LHX3, qui, a son tour, serait impliqué dans la régulation de Fox/2 ainsi que
du Rgnrh, en association avec ISL1, précocement induit par BMP4/2. PITX2
régulerait I'expression de SF1, qui joue un rdle essentiel dans I'expression des
genes marqueurs du lignage gonadotrope, incluant le Rgnrh. FOXL2, qui
interagit avec les promoteurs de Pitx2 et Is/1 in vivo, pourrait étre impliqué dans
le maintien de I'expression de ces deux facteurs, et pourrait ainsi participer a la
cascade des événements moléculaires qui induisent et modulent I'expression
du Rgnrh au cours du développement et chez I'adulte.
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révélés fonctionnels dans les cellules gonadotropes. Dans un contexte non gonadotrope, et
potentiellement dans la rétine et la glande pinéale, un septiéme site serait fonctionnel. On peut penser
que des TAAT fonctionnels supplémentaires seront découverts dans les autres tissus ou le récepteur
s’exprime, notamment [I'hippocampe. Plus généralement, I'analyse théorique de la séquence
promotrice révele une profusion d’éléments de réponse potentiels a toutes sortes de facteurs de
transcription. Il est trés improbable que tous ces sites soient utilisés dans un seul et unique tissu,
rendant assez déroutants les résultats de ce type d’analyse. Mais, si I'on prend la peine de considérer
le nombre de tissus, normaux ou pathologiques, ou le RGnRH s’exprime comme cela est rapporté
dans la littérature, alors non seulement ces résultats théoriques deviennent sensés, pouvant fournir
des pistes sérieuses a des analyses plus poussées des combinatoires transcriptionnelles mais surtout
ils se corrélent avec l'apparente capacité de ce récepteur a s’exprimer non seulement dans de

multiples tissus mais aussi, sous diverses formes, dans une grande partie du régne animal.

Hors de I'hypophyse, I'hippocampe constitue sans doute le site d’expression du RGnRH qui
suscite le plus grand intérét. Cette région du cerveau joue des roles essentiels dans les processus de
mémorisation et d’apprentissage, ainsi que dans le codage des informations spatiales, processus qui
sont associés a une intense plasticité synaptique. L'implication de plusieurs neuropeptides dans la
modulation de ces fonctions, tels que la galanine ou la somatostatine, a pu étre mise en évidence
(Dutar et al., 2002, Ogren et al., 2010). Or, dans ce domaine, le réle de la GhRH n’a pas été exploré a
ce jour, et constitue ainsi un sujet d’étude particulierement intéressant, qui nécessiterait notamment la
mise en ceuvre d’approches comportementales. D’autre part, la maladie d’Alzheimer, qui affecte un
nombre croissant de personnes dans les pays développés, focalise I'attention de nhombreux groupes
de recherche, ayant pour objectifs majeurs d’élucider les mécanismes physiopathologiques de ce
syndrome dans le but ultime d’élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques. C’est probablement
dans ce contexte que I'étude des roles potentiels du RGnRH hippocampique est la plus prometteuse.
En effet, certaines observations ont conduit a évaluer I'influence des stéroides sexuels, puis celle des
hormones gonadotropes, dans le développement de cette pathologie (Webber et al., 2007). En
revanche, aucune étude n’a été menée pour déterminer les effets potentiels directs de la GnRH sur le
développement de la maladie, et plus généralement, dans les processus liés au vieillissement
cérébral, bien que I'expression du RGnRH soit clairement établie dans I'hippocampe et dans d’autres
structures du cerveau. Cet aspect ouvre des perspectives d’'intérét majeur concernant les implications

physiologiques de la présence du récepteur dans ces tissus.
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VIIL.

ANNEXE : table des facteurs de transcription

Facteur (nom officiel)

Signification de I’abréviation

OMIM

Identification

BMAL1 (ARNTL) Brain and Muscle ARNT-like protein 1 602550
c-FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog 164810
c-JUN V-Jun sarcoma virus 17 oncogene homolog 165160
CLOCK Circadian Locomotor Outpout Cycles Kaput 601851
CREB cAMP Response Element-Binding protein 1 123810
CRX Cone-Rod Homeobox factor 602225
EGR1/NGF1A Early Growth Response 1 128990
HESX1 / RPX Homeobox Expressed in ES Cells 601802
FOXL2 Forkhead transcription factor 2 605597
GATA2 GATA-Binding protein 2 137295
GATA3 GATA-Binding protein 3 131320
GATA4 GATA-Binding protein 4 600576
GATAS GATA-Binding protein 5 611496
GATAG6 GATA-Binding protein 6 601656
ISL1 Islet 1 600366
ISL2 Islet 2 609481
LHX2 LIM/Homeobox protein 2 603759
LHX3 LIM/Homeobox protein 3 600577
LHX4 LIM/Homeobox protein 4 602146
LHX5 LIM/Homeobox protein 5 605992
LHX9 LIM/Homeobox protein 9 606066
MASH1 (ASCL1) Mammalian Achaete-Scute Homolog 100790
NAB1 NGF1A-Binding protein 1 600800
NAB2 NGF1A-Binding protein 2 602381
NEUROD1 Neurogenic Differentiation 1 601724
NFY Nuclear Transcription Factor Y ; A : 189903 / B :189904 / C: 605344
NUR77 / NGF1B (NR4A1) | Nuclear Receptor 77 139139
OCT1 (POU2F1) Octamer-binding transcription factor 1 164175
oTX1 Orthodenticle-related protein 1 600036
OoTX2 Orthodenticle-related protein 2 600037
PAX6 Paired-box factor 6 607108
PIT1 (POU1F1) Pituitary-specific transcription factor 173110
PITX1 Pituitary homeobox 1 602149
PITX2 Pituitary homeobox 2 601542
PROP1 Prophet of PIT1 601538
SF1 (NR5A1) Steroidogenic Factor 1 184757
REST/NRSF RE-1 Silencing Transcription Factor 600571
SIX3 Sine oculis homeobox homolog 3 603714
TPIT (TBX19) T-box pituitary transcripiton factor 604614
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