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LE SYSTEME KISSPEPTINE:
AU COEUR DU CONTROLE DE LA REPRODUCTION

KISSPEPTIN SYSTEM: INTO THE HEART OF REPRODUCTION CONTROL

Par Massimiliano BELTRAMO® et Laurence DUFOURNY™)
(Mémoire présenté le 12 février 2015)

— RESUME
Depuis la découverte de son importance en physiologie de la reproduction, le systéeme composé par le
neuropeptide kisspeptine et son récepteur (KISS1R) a fait I'objet d'une intense activité de recherche.
Chez les mammiferes, il joue un réle dans de nombreux aspects de la reproduction. En raison de la
richesse des données disponibles, nous avons focalisé notre attention sur un nombre limité de points
suffisants, néanmoins, pour en avoir une vision générale. Les données neuroanatomiques et physio-
logiques nous permettent d'illustrer la fonction principale de ce systeme, qui est de réguler I'activité
des neurones a GNRH et notamment de leur mode de sécrétion (pulsatile ou pic préovulatoire aussi
appelé surge). Puis, son implication dans le déclenchement de la puberté et le contréle de I'ovulation
est développée. Pour terminer, sont décrites les applications possibles de la modulation du systéme
Kp en zootechnie, pour une meilleure maitrise de la reproduction des animaux d’élevage ou a forte
valeur patrimoniale, et en médecine vétérinaire ou humaine, pour le traitement des troubles de la
fonction de reproduction.

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

— SUMMARY

Since the discovery of its importance in reproduction, the system formed by the neuropeptide
kisspeptin and its receptor (KISSTR) has been the object of intense research activities. The results
obtained in mammals show that this system plays an important role in several aspects of reproduction.
Considering the extent of available data, we have focused our attention on a limited number of points
that allow anyhow drawing a general picture of the field. First, we will illustrate the neuroanatomical
and physiological data that permitted to establish that the main action of the system is the regulation
of GnRH neurons and of their secretion patterns (pulsatile or surge). Then we will describe evidence
for the implication of this system in initiating puberty and triggering ovulation. Finally, we will sketch
a picture of the possible applications of Kp system modulation to better manage reproduction or to
treat pathologies of the reproductive system either in veterinary or human medicine.
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La reproduction est une fonction essentielle pour la survie
et I’évolution des especes. Au cours de I’évolution, différents
mécanismes se sont mis en place afin de permettre I'intégration
des informations en provenance de 'environnement et du
milieu interne garantissant ainsi les conditions de reproduction
les plus favorables. Pour ce faire, les différentes informations
doivent étre intégrées et élaborées pour fournir une réponse
univoque. Le systéme nerveux central, et plus précisément
I’hypothalamus médio-basal, représente le centre dirigeant
cette fonction. Au cours des derniéres décennies, un systéme
complexe d’interactions entre différents réseaux neuronaux
impliqués dans ce contrdle et mettant en jeu plusieurs neu-
rotransmetteurs et neuromodulateurs, a été peu A peu décou-
vert. U'identification au cours des années 2000 de I'importance
d’un nouveau neuropeptide, la kisspeptine (Kp) a profondé-
ment modifié le schéma initialement proposé puisque la Kp
constitue la clé de voute de ce systeme. La Kp est un facteur
essentiel dans plusieurs aspects de la reproduction qui vont
du déclenchement de la puberté a I'ovulation. Une analyse
détaillée de 'ensemble des informations disponibles sur ce
sujet serait trop vaste pour cette revue. Nous avons donc choisi,
aprés une introduction générale, de nous focaliser seulement
sur certains aspects du systéme 2 Kp : la neuroanatomie du
systtme Kp, son role dans la libération pulsatile des gona-
dotrophines, le déclenchement de la puberté, et I'induction de
'ovulation ainsi que les applications possibles de la modulation
pharmacologique de ce systeme.

INTRODUCTION

Le nom de kisspeptine (Kp) se réfere dans I'usage courant 2 une
famille de neuropeptides hypothalamiques dérivés d’'un méme
précurseur. Chez 'homme, ce précurseur composé de 145
acides aminés est clivé par des convertases des prohormones
en une forme active longue de 54 acides aminés, appelée Kp54.
Par clivages successifs, la Kp54 donne naissance a des formes
plus courtes contenant 14, 13 ou 10 acides aminés nommées
respectivement Kp14, Kp13 et Kp10. Ces formes sont toutes
biologiquement actives et ont en commun les dix derniers
acides aminés de la partie C-terminale, partie hautement
conservée chez les vertébrés et en particulier chez les mam-
miferes (tableau 1).

Il est intéressant de noter que la tyrosine présente en position
terminale chez la plupart des mammiféres est remplacée chez
les primates par une phénylalanine, dans les deux cas cet acide
aminé est amidé. En outre, la séquence de la Kp10 du cheval
et du chien differe d’'un acide aminé par rapport a la séquence
de base des mammiferes non-primates. Pour le chien, il s’agit
de la sérine en position 5 qui est remplacée par une valine
et, dans le cas du cheval, de I'asparagine en position 2 qui est
remplacée par une arginine. Leffet de ces changements sur
I’affinité, la puissance et l'efficacité® de ces formes de la Kp n’a

pas été étudié, mais constitue sirement un sujet qui mériterait
d’étre approfondi.

A Torigine, la Kp a été décrite au cours de recherches sur les
tumeurs (Lee et al. 1996). En particulier la forme longue a été
identifiée comme un possible facteur anti-métastatique et le
nom de métastine a ainsi été également utilisé pour la désigner.
La cible moléculaire des kisspeptines a 'époque est inconnue
et c’est seulement quelques années plus tard qu’elle a été iden-
tifiée comme étant le récepteur orphelin GPR54 (Kotani et
al. 2001 ; Ohtaki et al. 2001), maintenant appelé KISSIR. Le
KISS1R est un récepteur a sept domaines transmembranaires
couplé aux protéines G et en particulier, a la protéine Gql1.
La présence de son ARN messager a été détectée par PCR dans
plusieurs organes : cerveau, placenta, pancréas, ovaire, etc.
(Kotani et al. 2001 ; Ohtaki et al.2001). La stimulation du
récepteur provoque une augmentation du calcium intracellu-
laire dans les neurones, provoquant leur dépolarisation et de [a
leur activation et la libération de leurs neurotransmetteurs. Le
systéme Kp/KISS1R a donc un rdle essentiellement stimulateur
de I’activité neuronale.

Des études phylogénétiques documentent I'existence d’ortho-
logues de la Kp et de son récepteur chez la plupart des verté-
brés. Un travail récent montre la présence de duplications des
génes codant la Kp et son récepteur dans certains groupes de
vertébrés. Des analyses bioinformatiques suggérent une classi-
fication des récepteurs en quatre clades, basée sur 'homologie
des séquences peptidiques (Pasquier et al. 2012). Le Kissr-1 et
ses orthologues sont présents chez les mammiferes, le xénope
et certains poissons ; le Kissr-2 est présent principalement chez
les poissons téléostéens et les amphibiens ; le Kissr-3, chez le
xénope et certains poissons ; le Kissr-4, chez deux especes de
poissons osseux d’origine phylogénétiquement ancienne, le
lézard anole vert (Anolis carolinensis) et 'ornithorynque. Le
ou les genes codant la Kp et son récepteur font défaut chez les
oiseaux qui semblent une exception notable, malgré I’existence

Espece Séquence
Homo sapiens YNWNSFGLRF
Pan troglodytes YNWNSFGLRF
Macaca mulatta YNWNSFGLRF
Capra hircus YNWNSFGLRY
Ovis aries YNWNSFGLRY
Bos taurus YNWNSFGLRY
Sus scrofa YNWNSFGLRY
Felis catus YNWNSFGLRY
Canis familiaris YNWNVFGLRY
Mus musculus YNWNSFGLRY
Equus caballus YRNWNSFGLRY

Tableau 1 : Comparaison des séquences de la Kpl10 dans différentes especes
de mammiféres. En rouge sont indiqués les acides aminés qui different de la
séquence de base.

(2) Lefficacité d'une molécule est la réponse maximale qu'une molécule est capable de produire, par exemple, le taux maximal d'augmentation du calcium intracellulaire.
Par contre, la concentration & laquelle une molécule produit 50% de son effet maximal est une mesure de sa puissance. Il existe des molécules trés puissantes mais

peu efficaces et des molécules trés efficaces mais peu puissantes.
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d’un géne semblable a celui de Kissr2 suggérant la régression et
la perte de ce systeéme dans cette classe (Pasquier et al. 2014).

La découverte de 'importance du systeme Kp dans la repro-
duction date de 2003 quand deux groupes différents ont
démontré I'implication de mutations dans le récepteur de la
Kp dans ’hypogonadisme hypogonadotrope et la régulation
de la puberté (de Roux et al. 2003 ; Seminara et al. 2003).
Ces résultats ont stimulé les travaux sur le role de la Kp dans
la reproduction et trés rapidement 'ampleur de ses effets est
devenue claire. Nos connaissances sont issues de recherches
effectuées principalement chez les mammiferes et, dans une
moindre mesure, chez les poissons, encore qu'’il ait été montré
récemment chez le poisson zeébre que la délétion des deux genes
codant les peptides et des deux codant leurs récepteurs n’a pas
un impact important sur la reproduction de cette espece. Trés
peu d’études sont disponibles dans les autres classes de vertébrés
(Tang et al. 2014). En raison de ces résultats et de nos connais-
sances tres focalisées sur les mammiferes, il est prématuré de
dresser un cadre général de la fonction du systeme Kp dans
la reproduction chez les vertébrés. Ainsi, dans la suite de cet
article, allons-nous centrer notre attention sur l'influence de
la Kp dans la reproduction des mammiferes chez lesquels ce
systéme joue un role essentiel et mieux défini.

NEUROANATOMIE DU SYSTEME
KISSPEPTINE CHEZ L'ADULTE

La localisation anatomique des cellules exprimant la Kp a été
étudiée par immunohistochimie et par hybridation in situ.
Les premiers résultats obtenus par I'immunohistochimie ont
fait I'objet de doutes par manque de spécificité des anticorps
utilisés. Par la suite, la production d’anticorps spécifiques
et sélectifs (Franceschini et al. 2006) a permis d’étudier en
détail la distribution des cellules exprimant la Kp. Chez les
mammiferes, deux populations principales de neurones a Kp
sont identifiées, I'une dans le noyau arqué (NA) et l'autre,
dans l'aire préoptique (AP) (figure 1). La localisation précise
de cette seconde population varie selon I'espece. Chez les
rongeurs, les neurones a Kp sont distribués dans le noyau anté-
roventral paraventriculaire et s’étendent caudalement dans le
noyau paraventriculaire préoptique en formant un ensemble
appelé aire rostrale préoptique du troisi¢éme ventricule (RP3V).
Chez les primates et la brebis, les neurones a Kp de I’AP sont
parsemés et ne longent pas le ventricule (Lehman et al. 2010b).
La population de neurones a2 Kp de I’AP montre un dimor-
phisme sexuel prononcé chez toutes les especes de mammiferes
étudiées avec une population beaucoup plus importante chez la
femelle que chez le male. La situation du NA est moins claire.
Dans le NA des rongeurs, certains auteurs n’observent pas de
différence dans le nombre de cellules entre males et femelles
(Clarkson & Herbison, 2006 ; Smith et al. 2006 ; Ansel et al.,
2010) contrairement a d’autres (lijima et al.2011 ; Desroziers
etal. 2012b). Chez les ovins, les neurones a Kp sont plus abon-
dants chez la brebis que chez le bélier (Cheng et al. 2010). Les

neurones des deux populations expriment les récepteurs pour
les hormones stéroides sexuelles. Ces stéroides influencent
I’expression de la Kp, provoquant en général un effet stimula-
teur sur les neurones de ’AP mais inhibiteur sur ceux du NA ;
des exceptions existent toutefois 2 ce modele communément
admis. La fluctuation de I'état hormonal complique donc
l'interprétation des résultats et la comparaison entre sexes.

Si les populations du NA et de I’AP sont différentes par leur
localisation anatomique, elles le sont aussi par leur contenu
en neurotransmetteurs. La majorité des neurones 2 Kp du NA
co-expriment deux autres neuropeptides : la neurokinine B
(NKB) et la dynorphine (Dyn). La NKB a un rdle excitateur et
la Dyn, un role inhibiteur sur la libération de la LH. Lexistence
des récepteurs de ces deux neuropeptides sur les neurones a Kp
du NA suggere que NKB et Dyn agiraient localement de facon
paracrine sur les neurones du NA pour moduler la libération
de la Kp (Lehman et al. 2010a). Par contre, dans les neurones
de ’AP, la Kp co-existe avec la met-enkephaline et la galanine
(Porteous et al. 2011), deux autres neuropeptides connus pour
leur effet sur la fonction gonadotrope. Entre 20 et 50% des
neurones a Kp de I’AP et une partie des terminaisons Kp sur
les neurones 8 GnRH co-expriment aussi la tyrosine hydroxy-
lase. L’absence dans cette région de neurones adrénergiques ou
noradrénergiques et la présence de neurones dopaminergiques
suggere la nature dopaminergique de ces neurones (Kauffman et
al. 2007 ; Clarkson & Herbison, 2011). Paction inhibitrice de
la dopamine pose la question du fonctionnement de ces neu-
rones exprimant deux neurotransmetteurs (Kp et dopamine)
ayant un effet opposé sur la sécrétion de la GnRH.

Les données sur la localisation du KISS1R sont extrémement
limitées. Aucun anticorps spécifique du KISSIR n’a jusqu’a
présent été validé aussi 'hybridation in situ a été principale-
ment utilisée pour analyser son expression dans les neurones

Photo en basse
def

Figure 1 : Illustration de la distribution des deux populations de newrones a Kp
dans le diencéphale de la brebis. Les deux barres A et B sur cette vue sagittale
d’un cerveau de brebis correspondent aux deux plans de coupes frontales ot sont
distribués les neurones a Kp dans I'aive préoptique (plan A, cliché de gauche) et
dans le noyau arqué (plan B, cliché de droite) . Les neurones a Kp sont détectés
par immunofluorescence. Barre d’échelle : 105um
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2 GnRH. Chez le rat, la présence du récepteur est confirmée
sur une large majorité de neurones 8 GnRH (Irwig et al. 2004).
La révélation du messager du KISSIR par hybridation in situ
montre un signal trés intense dans différentes zones de 'hy-
pothalamus, de ’hippocampe et de la matiere grise périaque-
ducale (Lee et al. 1999). Plus récemment, la cartographie plus
précise de la distribution du récepteur, obtenue chez des souris
transgéniques Kiss1R-LacZ knock-in, confirme chez la souris
des résultats identiques a ceux obtenus par hybridation in situ
chez le rat (Herbison et al. 2010). La fonction des récepteurs
exprimés en dehors de 'hypothalamus reste trés mal connue
car peu étudiée. Pour une revue détaillée sur la distribution de
la Kp et de son récepteur chez les mammiferes, on se réferera
a la publication de (Lehman et al. 2013).

LA KISSPEPTINE CONTROLE-T'ELLE LA
PULSATILITE DES NEURONES A GNRH ?

Une libération pulsatile appropriée des gonadotrophines
est essentielle pour la reproduction. Les mécanismes qui la
controlent ont fait Pobjet de nombreuses recherches mais,
pour le moment, il manque toujours une hypotheése unifica-
trice prenant en compte tous les résultats obtenus. Plusieurs
données expérimentales suggerent que la Kp joue un role dans
la sécrétion pulsatile de la GnRH. Par exemple chez la cheévre,
'activité électrique pulsatile enregistrée dans le NA, siege
d’une population de neurones a Kp, est corrélée a la libération
pulsatile de GnRH et de Kp dans le sang du systéme porte et
a celle de LH dans le sang périphérique (Wakabayashi et al.
2010). Suite au développement de souris transgéniques chez
lesquelles le promoteur du géne Kp dirige I'expression d’une
protéine de fusion comprenant la GFP (Green Fluorescent
Protein ou protéine fluorescente verte), il a été possible d’iden-
tifier les neurones 2 Kp grace a ce marquage et d’étudier leurs
propriétés biophysiques sur des coupes d’hypothalamus conte-
nant le NA. Ces neurones montrent en général une activité
spontanée et présentent les propriétés électrophysiologiques
des autres neurones du systéme nerveux central du type pace-
maker (Gottsch et al. 2011). Des rats males et femelles invalidés
pour la Kp montrent une absence compléte de pulsatilité de la
LH. Chez les femelles, on n’observe pas de pic préovulatoire de
LH spontané ou induit par les cestrogénes, (Uenoyama et al.
2015). Chez la ratte ovariectomisée, I'injection intracérébro-
ventriculaire d’un antagoniste de la Kp (peptide 234) réduit
la fréquence des pulses de LH (Li et al. 2009). Ces résultats
suggerent que la Kp est essentielle aussi bien pour la sécrétion
pulsatile de la GnRH que pour 'induction du pic préovulatoire.

Reste ouverte la question concernant le role de la Kp : est-il
simplement de permettre 'expression d’une sécrétion pulsatile
propre aux neurones 8 GnRH ? Ou est-il a l'origine méme de
cette pulsatilité et en détermine-t-il le profil (pulsatile ou
surge) ! La réponse a cette question est difficile et les résultats
disponibles & présent ne permettent pas de trancher claire-
ment entre ces deux possibilités. Chez des volontaires sains,

70

I'administration en continu de Kp provoque une augmenta-
tion de la fréquence des pulses de la LH (George et al. 2011).
Chez des patients n’atteignant pas la maturité sexuelle suite
a une déficience dans la signalisation du systtme NKB et a
une sécrétion de LH trés réduite, la perfusion de Kp restaure
partiellement la pulsatilité de la LH (Young et al. 2013). Enfin
chez des femmes atteintes d’aménorrhée hypothalamique, une
perfusion de Kp54 augmente la pulsatilité de la LH (Jayasena
et al. 2014b). Ces résultats suggerent que la Kp permet I'ex-
pression d’un rythme endogene de sécrétion intrinséque des
neurones 3 GnRH.

Par contre chez la brebis, 'administration continue de Kp
provoque une augmentation importante de la sécrétion de la
GnRH et de la LH mais ne s’accompagne pas d’une pulsatilité
évidente. Une injection aigué est suivie d'un pulse unique de
la GnRH et de la LH (Caraty et al. 2013). En opposition avec
ce qui précede, ces résultats suggerent que le profil de sécrétion
de la GnRH dépendrait totalement de la modalité de libération
de la Kp. D’autres neurotransmetteurs tels que la NKB et la
Dyn ont aussi été mis en cause dans la genése de la sécrétion
pulsatile des gonadotrophines mais les résultats disponibles
suggerent que leur effet est transmis par les neurones a Kp du
NA et donc par la Kp (Goodman et al. 2013). Au-dela de la
difficulté a répondre a la question posée plus haut, il apparait
évident, a l'analyse de I'ensemble de ces résultats, que le
systéme de neurones a Kp joue un rdle trés important dans la
détermination du type de modalité sécrétoire exprimée par les
neurones a la GnRH (figure 2).
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Figure 2 : Schéma de la régulation de la sécrétion de la GnRH chez le rongeur
femelle. Les deux populations des neurones a Kp de I'aire préoptique et du
noyau arqué projettent sur les neurones et les terminaisons & GnRH. La libé-
ration de la Kp par ces projections axonales induit la sécrétion de la GnRH. La
GnRH libérée dans le sang porte atteint 'hypophyse et déclenche la sécrétion
des gonadotrophines (LH et FSH). La LH et la FSH activent 'ovaire qui a
son tour produit et sécréte les hormones stéroidiennes dont I cestradiol. Chez les
rongeurs, ce dernier exerce un rétrocontrole sur I'activité des cellules a Kp qui est
négatif sur les neurones du noyau arqué et positif sur ceux de ['aire préoptique.
Les neurones a Kp du noyau arqué sont aussi soumis a un rétrocontrole local
négatif, mis en ceuvre par la dynorphine, et positif, induit par la neurokinine B,
indiqués dans le schéma par les traits en pointillés. I’ensemble de ces différents
mécanismes permet de réguler finement la libération de la GnRH pour induire
soit une sécrétion pulsatile, soit un pic préovulatoire.
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LA KISSPEPTINE ET LE DECLENCHEMENT DE
LA PUBERTE

Les mécanismes qui contrdlent le déclenchement de la puberté
et les changements physiologiques associés sont différents
selon les especes et restent a ce jour mal caractérisés. Chez les
mammiferes, le seul élément commun 2 toutes les especes est
I'augmentation importante de 'activité pulsatile de sécrétion
de la GnRH par des neurones qui sont quiescents jusqu’a
la puberté. La sécrétion pulsatile de la GnRH entraine une
sécrétion de la LH et FSH qui servent d’activateurs de la
maturation des gonades. Il n’est pas surprenant que la Kp, par
son action stimulatrice trés forte sur la sécrétion de la GnRH,
soit impliquée dans le déclenchement de la puberté.

Aspects cliniques en médecine humaine

Rappelons que la découverte méme du role de la Kp dans la
reproduction est liée a son effet sur la puberté. Les patients
atteints par ’hypogonadisme hypogonadotrope idiopathique ne
montrent pas de développement pubertaire. Dans environ 2%
des cas, (Bianco & Kaiser, 2009), cette anomalie est associée a
des mutations ou 2 une délétion partielle du récepteur KISSIR
(de Roux et al. 2003 ; Seminara et al. 2003). Les tests réalisés
sur des cellules transfectées avec les récepteurs mutés montrent
un déficit de Pactivation des voies de signalisation intracel-
lulaire (Seminara et al.2003). Cette signalisation défectueuse
est suggérée comme étant a 'origine de 1’absence de dévelop-
pement pubertaire chez ces 2% de patients. A 'inverse, un cas
de puberté précoce est rapporté chez un patient porteur d’'une
mutation activant le KISS1R (Teles et al. 2008),

Aspects expérimentaux chez I'animal

Chez les rongeurs, 'invalidation du géne KISSIR provoque
dans les deux sexes une réduction trés importante de la taille
des gonades et des organes sexuels associés, aboutissant a la
stérilité (Seminara et al. 2003). Les femelles n’ont pas de cycle
ovulatoire et chez les méales la spermatogéneése est absente, les
organes sexuels sont de taille trés réduite et les animaux restent
impuberes. Ces animaux ne montrent pas de déficience de la
migration des neurones 4 GnRH (Messager et al. 2005) ni de
déficit dans la production et/ou la sécrétion des gonadotro-
phines (Seminara et al. 2003 ), ce qui montre bien que le déficit
porte sur I’étage en amont du systtme GnRH.

Le systéme kisspeptine au cours du
développement

Lanalyse de I’expression de la Kp et du KISSIR au cours du
développement fournit des éléments précieux, méme s'ils sont
indirects, pour comprendre 'implication de ce systéme dans le
déclenchement de la puberté. Dans le NA du rat, la présence
de Kp est détectable, chez le feetus, par immunohistochimie
a partir de E14.5. Le nombre de cellules immunoréactives
augmente pour attendre un maximum a E18.5 et par la suite,
diminue jusqu’a la naissance. Ce profil d’expression n’est pas

différent entre males et femelles (Desroziers et al. 2012a),
mais une différence sexuelle de 'expression de la Kp se met
graduellement en place apres la naissance. A partir du 7¢m
jour post-natal, I'intensité du marquage dans le NA devient
beaucoup plus importante chez les femelles et cette différence
augmente progressivement jusqu'a 'dge adulte (lijima et al.
2011 ; Desroziers et al. 2012b). Par ailleurs, 'expression des
ARN messagers de la Kp et de son récepteur présentent un pic
lors de la période péri-pubertaire chez le rat, respectivement a
30 et 45 jours chez la femelle et le male (Navarro et al. 2004a).

Au plan fonctionnel, chez la souris, le nombre des neurones a
GnRH activés par la Kp augmente progressivement de 27% a
90% lors du développement post-natal (Han et al. 2005). Les
premiéres connexions identifiables par immunohistochimie
entre fibres qui contiennent la Kp et les neurones 8 GnRH
apparaissent autour du 25 jour post-natal et elles augmentent
rapidement dans les jours suivants, période qui coincide chez
les souris femelles avec I'ouverture vaginale et le premier cycle
cestrien (Clarkson & Herbison, 2006). Ces résultats suggerent
un lien entre I'augmentation du nombre d’appositions et la
faculté des neurones 2 GnRH a répondre a la stimulation par
la Kp. Néanmoins chez cette espece, 'expression du géne du
récepteur ne semble pas s’accroitre au cours de cette période
(Han et al.2005). Les changements concomitants de I'intensité
de l'activité des neurones produisant la Kp et de I'activité du
récepteur pourraient étre, chez la souris, a 'origine de I'acti-
vation des neurones 3 GnRH induite par la Kp. Par contre,
chez la femelle macaque (Macaca mulatta), Pexpression de
I’ARN messager de la Kp et celle de son récepteur augmentent
pendant la puberté (Shahab et al. 2005). Malgré de possibles
différences entre espéces, le cadre général montre bien que le
systéme a Kp subit un remaniement important concomitant
avec le début de la puberté.

Effets des injections de Kp

Une preuve directe du role stimulateur de la Kp dans la période
critique pré-pubere est obtenue par l'infusion ou l'injection
de KplO chez différentes especes (rat, macaque et brebis).
Chez la ratte, une perfusion de Kp provoque 'activation de
I’axe gonadotrope avec une ouverture vaginale précoce et une
augmentation des concentrations de la LH et des cestrogenes
dans le sang (Navarro et al. 2004b). Chez le jeune macaque
male castré, I'injection de Kp induit aussi I'augmentation des
taux plasmatiques de la LH (Shahab et al. 2005). Chez des
agnelles, 'injection répétée de Kp entraine une augmentation
de la concentration plasmatique de la LH et de sa pulsatilité,
puis déclenche un pic de sécrétion de LH suivi par une aug-
mentation, quoique transitoire, de la progestérone plasmatique
issue d’'un corps jaune dégénérant apres 2-3 jours (Redmond
etal. 2011).

Influence des stéroides sexuels

Les cestrogénes agissent sur les deux populations principales
de neurones exprimant la Kp. Des expériences d’ovariecto-
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mie montrent que I'absence d’cestrogénes est associée a une
diminution du nombre de neurones exprimant la Kp dans
I’AP et que 'administration d’cestradiol 17 bloque cet effet
(Clarkson et al. 2009). La situation est moins claire dans le
NA des femelles ovariectomisées qui présentent soit une aug-
mentation de la synthese de Kp (Kauffman et al. 2009 ; Takase
et al. 2009), soit une diminution (Clarkson et al. 2009). Chez
les souris dont le géne codant 'aromatase est invalidé et qui
sont incapables de synthétiser les cestrogenes, la Kp n’est pas
détectée par immunohistochimie dans les neurones de I’AP
mais elle est toujours clairement observable dans le NA méme
si elle est réduite (Clarkson et al. 2009). Ces résultats suggerent
une influence stimulatrice trés marquée des cestrogénes sur
I’expression de la Kp dans I’AP au cours du développement et
de la puberté et un role non-essentiel des cestrogénes sur son
expression dans le NA.

En conclusion, la Kp exerce son effet sur le déclenchement de
la puberté chez les especes modeles étudiées jusqu’a maintenant:
l'augmentation de sa synthése est concomitante de la mise
en place de contacts synaptiques spécifiques sur les neurones
a2 GnRH. En parallele, le récepteur KISSIR deviendrait plus
sensible a la Kp soit par suite de modifications post-traduction-
nelles soit par un changement dans les voies de signalisation. Ces
adaptations participeraient a I'activation de la sécrétion pulsatile
de la GnRH amor¢ant la transition pubertaire.

LA KISSPEPTINE ET L'OVULATION

Deux modalités de libération de la GnRH et
deux populations de neurones a kisspeptine

Les modalités de libération de la GnRH different selon le
sexe. Chez la femelle, il existe une sécrétion pulsatile basale
(avec une libération réguliere de LH en petite quantité) et une
libération massive, appelée surge, responsable de 'ovulation.
Chez le mile, cette seconde modalité n’existe pas. La fonction
des deux populations neuronales qui expriment la Kp dans le
contrdle de ces modes différents de libération de la GnRH est
au cceur d’un débat scientifique animé. Dans ’AP, les neu-
rones qui expriment la Kp sont beaucoup plus nombreux chez
la souris femelle que chez le male. Un plus grand nombre de
neurones GnRH de '’ AP regoivent des contacts synaptiques de
terminaisons axonales contenant la Kp. Le nombre de ces neu-
rones est significativement corrélé a la densité de ces contacts
synaptiques sur les corps cellulaires et a celle des arborisations
dendritique des neurones & GnRH. Le tracage rétrograde et
antérograde et le marquage par immunocytochimie montrent
I'existence, dans I'’éminence médiane, d’axones 2 Kp provenant
duNA. La libération de la Kp par ces fibres provoque celle de la
GnRH contenue dans les terminaisons axonales des neurones
a GnRH qui se projettent dans la zone externe de ’éminence
médiane. Elle est démontrée par la libération de la GnRH
provoquée par la stimulation, par la Kp, de tranches d’hypo-
thalamus médio-basal qui ne contiennent pas de neurones a

GnRH (d’Anglemont de Tassigny et al. 2008).

Ces données morpho-fonctionnelles suggerent que I'’AP pour-
rait étre le siege de I'activité qui déclenche l'ovulation. Les
neurones a Kp de AP, en stimulant les neurones & GnRH
assurent la libération massive de GnRH, provoquant son
pic préovulatoire. Les neurones du NA seraient, par contre,
responsables de la pulsatilité de base en agissant uniquement
sur les terminaisons axonales des neurones 3 GnRH dans
I’éminence médiane.

Effets des perfusions de la kisspeptine selon
les espéces

Linfluence directe de la Kp dans I'induction de 'ovulation est
montrée chez la brebis. En période d’anoestrus saisonnier, la
perfusion de la Kp peut induire une ovulation mais des durées
de perfusion trop courtes, de six a 12 heures, sont trés peu
ou pas efficaces tandis que des perfusions de 24 a 48 heures
induisent 'ovulation chez environ 75% des brebis (Sebert et
al, 2010). En saison de reproduction, la perfusion de Kp permet
la synchronisation des ovulations chez un groupe de brebis
traitées par la progestérone par une synchronisation des de la
GnRH et donc celle des pics préovulatoires de la LH (Caraty
etal. 2007). Chez la jument, méme si la Kp stimule la sécrétion
de la LH a différents moments du cycle ovulatoire lors de la
saison de reproduction ou pendant I’anoestrus saisonnier, elle
ne provoque ni I'avancée de 'ovulation dans le premier cas, ni
son induction dans le second (Magee et al.2009; Decourt et al.
2014). Plusieurs causes peuvent étre évoquées : la spécificité
physiologique de la régulation de I'ovulation chez la jument,
la désensibilisation du récepteur GnRH ou du KISSIR, Ila
neuroanatomie du systéme porte-hypophysaire du cheval,
etc. Aucune des hypothéses avancées n’est soutenue par des
preuves expérimentales. Néanmoins les résultats invitent a la
prudence et nous enjoignent a éviter de les généraliser a des
femelles de différentes especes, a partir des effets démontrés de
la Kp chez des femelles d’une seule et méme espece.

Kisspeptine et ovaire

Lors de 'ovulation, la Kp jouerait non seulement un rdle au
niveau hypothalamique, mais aussi dans I'ovaire. Les ARNm
de la Kp et de son récepteur ont été détectés dans 'ovaire
chez plusieurs especes (Castellano et al. 2006 ; Gaytan et al.
2009 ; Shahed & Young, 2009). Ceci suggere 'existence d’un
systéme local a Kp capable d’un contrdle direct de P'activité de
'ovaire. Le niveau d’expression de ’ARN messager de la Kp
change pendant le cycle cestrien chez la ratte et est nettement
accru pendant la phase préovulatoire. Cette augmentation fait
défaut si le pic préovulatoire des gonadotrophines est bloqué
mais elle est induite par un traitement avec la chorio-gona-
dotrophine humaine (hCG), un agoniste du récepteur de la
LH (Castellano et al. 2006).

Lutilisation d’animaux invalidés ou hétérozygotes pour le
KISSIR a aussi révélé importance de la signalisation du
systeme Kp dans ovaire. Les souris hétérozygotes montrent,
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sans diminution des gonadotrophines circulantes, un déclin
prématuré du taux d’ovulation et une perte progressive des
follicules conduisant a des ovaires atrophiques qui ne montrent
plus de follicules en croissance ni de corps jaunes. Ce résultat
est associé a une réduction de l'expression de 'ARNm du
KISS1R dans Povaire. L'absence complete du KISSIR bloque
la maturation folliculaire et 'ovulation. Les souris homozygotes
-/- ne répondent pas a un traitement standard d’amorgage par
les gonadotrophines PMSG (pregnant mare’s serum gonadotro-
phin) et hCG (human chorionic gonadotrophin). De plus, une
semaine de stimulation par la GnRH associée a un traitement
par PMSG et hCG induit un taux d’ovulation inférieur de
moitié a celui observé chez des souris immatures soumises au
méme traitement (Gaytan et al. 2014). Chypothese a été émise
que sous l'influence des gonadotrophines, la Kp et le BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) produits par les cellules de la
granulosa agiraient ensemble pour promouvoir la survie des
oocytes (Dorfman et al. 2014).

UTILISATIONS POTENTIELLES DE LA
MODULATION PHARMACOLOGIQUE DU
SYSTEME KISSPEPTINE

Les résultats accumulés au fil des années mettent clairement en
évidence l'intérét du systeme a Kp comme cible thérapeutique
pour mettre au point de nouveaux traitements de maladies de
la reproduction (tableau 2) mais aussi pour mieux maitriser la
reproduction chez I’homme et les animaux d’élevage (tableaux
2 et 3).

Pathologie ou traitement Type de substance

PMA (procréation médicale

assistée) Agoniste

Contraception Antagoniste

Puberté retardée Agoniste

Puberté précoce Antagoniste

Maladies liées a I'hypogonadisme
hypogonadotrope (par exemple

aménorrhée hypothalamique, AR
mutation génétique, etc)
Cancers hormono-dépendants Antagoniste/Agoniste

(exemple cancer de la prostate) (désensibilisation)

Tableau 2 : Possibles applications thérapeutiques des ligands du récepteur
KISSIR.

. . Type de
Application Espéce cible substance
Reproduction en Brebis et chevre
P h Cerf (Cervus Agoniste
contre-saison
elaphus)
Syncl)romsa_t 0N [ Brebis et chevre Agoniste
de I'ovulation
. Stimulation des . .
Animaux Tl Ruminants Agoniste
domestiques
Maitrise de . .
’ . Bovins Agoniste
I'ovulation
Antagoniste/
e Porc, chien et Agpmst_e
chat (désensi-
bilisation)
Animaux Stimulation de | Espéces et sous- Agoniste
sauvages en la reproduction | espéces en voie
captivité de disparition
(par exemple les
cervidés)
Inhibition du rut Especes Antagoniste
dangereuses
pendant la
saison du rut
(par exemple
éléphant)

Tableau 3 : Possibles applications vétérinaires des ligands du KISSIR chez
les mammiferes.

Applications thérapeutiques en médecine
humaine

Le potentiel de la Kp est en cours d’évaluation clinique dans le
traitement de différentes formes d’hypogonadisme hypogona-
dotrope et dans un protocole d’induction de 'ovulation pour
la procréation médicale assistée (PMA). Laménorrhée hypo-
thalamique est une forme d’hypogonadisme hypogonadotrope
caractérisée par une absence de menstruation souvent associée
A une importante perte de poids, a 'anorexie, & un entraine-
ment sportif excessif ou au stress. absence de menstruation est
le résultat d’une forte réduction de la sécrétion de la GnRH et
de sa pulsatilité et par conséquent, de la sécrétion de la LH et
de la FSH. Ladministration répétée de la forme Kp54 chez des
patientes atteintes d’aménorrhée hypothalamique induit une
augmentation de la sécrétion de LH et FSH. Un traitement
deux fois par jour induit cependant une diminution rapide de
la réponse a la Kp (Jayasena et al. 2009), moins marquée si
la fréquence des injections est ramenée a deux par semaine
(Jayasena et al. 2010). Une perfusion de Kp54 pendant huit
heures a des concentrations données (0,3-1 nmoles/kg/heure)
augmente la pulsatilité et la sécrétion totale de LH sans désen-
sibilisation du systéme (Jayasena et al. 2014b). Les résultats
obtenus sont encourageants mais des études ultérieures sont
nécessaires pour montrer qu'il est possible non seulement
d’augmenter la sécrétion des gonadotrophines mais aussi d’in-

duire une reprise du cycle menstruel.
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D’autres formes d’hypogonadisme hypogonadotrope sont liées
a des mutations génétiques. Ces mutations peuvent invalider
activité du récepteur de la Kp, celle du récepteur de la NKB
(TAC3R) ou de la NKB. En fonction de la mutation et du
patient, les porteurs de telles mutations montrent une forte
réduction, voire une absence de la sécrétion pulsatile des gona-
dotrophines. Uadministration en continu pendant 12 heures de
la Kp a ces patients restaure une sécrétion pulsatile de la LH
(Young et al. 2013). Dans ces deux types de troubles d’origine
génétique, il apparait nécessaire, pour obtenir une reprise de la
pulsatilité, d’'induire une stimulation prolongée du systéme Kp.
Dans cette perspective, le développement d’agonistes de la Kp,
capables apres une seule injection d’activer de fagcon prolongée
le KISS1R, serait une avancée importante en thérapeutique.

Le domaine ot l'utilisation de la Kp a progressé le plus rapide-
ment est celui de la PMA. On fait appel 4 la Kp54 pour induire
la maturation des ovocytes aprés un protocole de stimulation
ovarienne. Aprés fécondation et implantation du blastocyste,
des grossesses et des naissances sont obtenues. (Jayasena et al.
2014a). Des études ultérieures seront nécessaires pour démon-
trer Pefficacité supérieure de la Kp par rapport au traitement
actuellement utilisé.

Chez les animaux

Plusieurs applications dérivées de I'utilisation d’agonistes ou
d’antagonistes de la Kp sont aussi envisageables chez les
animaux (tableau 3). La maitrise de la reproduction chez
les animaux de rente est un point central dans la gestion des
élevages. Pour différentes raisons économiques et sociétales,
les méthodes actuellement disponibles ne répondent pas de
facon satisfaisante aux attentes des producteurs (efficacité
et rentabilité) et des consommateurs (contaminants dans les
produits consommés et pollution de I'environnement). Le
développement d’agonistes de la Kp pourrait aider a résoudre
au moins en partie ces problemes en améliorant par exemple
Iefficacité de 'insémination artificielle grace a une meilleure
synchronisation de I'ovulation et en réduisant l'utilisation
d’hormones exogénes. Les résultats obtenus dans le controle de
l'ovulation décrits plus haut sont trés prometteurs et le déve-
loppement en cours d’agonistes du KISSIR avec un meilleur
profil pharmacologique (longue durée d’action et absence de

désensibilisation) (Beltramo et al. 2014) permettra de confir-
mer la faisabilité de cette approche.

Comme indiqué dans le tableau 3, d’autres applications sont
aussi possibles mais nous n’avons pas actuellement de résultats
publiés concernant la mise au point de substances ciblant le
systeéme a Kp pour ces applications vétérinaires. Le tableau 3
est basé sur des déductions s’appuyant sur les connaissances
actuelles du systeme a Kp. En fonction de I'application, les
agonistes a développer devront avoir un profil pharmacolo-
gique spécifique. Par exemple pour la castration, un agoniste
capable d’induire une désensibilisation importante du récep-
teur KISSIR est nécessaire de facon a réduire rapidement
'activité de I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. Par
contre pour l'induction de I'ovulation, un agoniste qui ne
désensibilise pas le récepteur, permettant ainsi la stimula-
tion prolongée du systéme gonadotrope et sa réactivation en
période de repos sexuel, sera un atout majeur. Dans le cas de
la castration, l'utilisation d’un antagoniste capable de bloquer
'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique pourrait &tre aussi
envisagée afin de réduire les taux sanguin des gonadotrophines
et des hormones sexuelles. Actuellement deux antagonistes ont
été décrits dans la littérature (Roseweir et al. 2009 ; Kobayashi
et al. 2010) mais aucune donnée n’a été publiée sur leur pos-
sible utilisation pour induire une castration chez des animaux

‘élevage Enormément de travail existe encore a accomplir
dans ce domaine pour d’une part, démontrer efficacité des
traitements basés sur la modulation du systeme Kp et d’autre
part, développer les molécules adaptées a chaque application.

CONCLUSIONS

La découverte de I'importance du systeme a Kp dans la phy-
siologie de la reproduction a ouvert la porte a une nouvelle
ere d’études sur la régulation centrale de cette fonction. Les
progres rapides dans le domaine et ont permis d’accroitre
énormément nos connaissances sur les mécanismes impliqués
dans Pactivité de coordination de I’axe hypothalamo-hypo-
physo-gonadique par le systéme nerveux central. Néanmoins,
de nombreuses questions restent ouvertes et les prochaines
années s’annoncent riches d’intenses et enthousiasmantes
recherches sur le sujet.
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