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> Les micro-ARN sont des petits ARN non codants
découverts il y a plus de 15 ans qui modulent
I’expression des genes de fagon post-transcrip-
tionelle. Ils commencent aujourd’hui a dévoiler
leurs secrets dans le développement du cer-
veau. lls semblent jouer un role charniére dans
Iaugmentation, au moment de I’enfance, de
I’expression du gene codant pour la gonadolibé-
rine (GnRH) dans les neurones hypothalamiques,
un phénomene indispensable a la survenue de la
puberté chez les mammiferes. <

La complexité des mécanismes cellulaires et moléculaires
qui participent a la physiologie des étres vivants est le
résultat d’un long processus d’évolution reposant sur la
sélection naturelle et déterminé par le succes reproducteur
des individus. €n permettant la transmission des genes
a la génération suivante et la fixation de caracteres
avantageux a la survie des espeéces, la reproduction
sexuée joue un role prépondérant dans I’évolution.

Chez les mammiferes, la reproduction est un processus
finement régulé par I"axe hypothalamo-hypophyso-
gonadotrope (HPG) ; il s’adapte a la fois aux fluctuations
des parametres internes comme I’état énergétique ou
I’horloge biologique, mais aussi environnementaux comme
le cycle jour/nuit, les saisons, la présence d’un prédateur
ou d’un partenaire potentiel. Le réseau de neurones
hyper spécialisés capable d’intégrer efficacement toutes
ces informations afin de coordonner la maturation
sexuelle, de déclencher la puberté et de contrdler la
fécondité a I'dge adulte, siege dans I’hypothalamus,
une petite structure située sur la face ventrale du
cerveau. Ce réseau de neurones hypothalamiques
converge vers les neurones qui sécrétent, dans le
sang du systeme porte hypothalamo-hypophysaire, la
neurohormone GnRH (gonadotropin releasing hormone)
ou gonadolibérine [1]. Dans I’hypophyse, la GnRH
contrdle la synthese et la sécrétion dans la circulation
sanguine des gonadotrophines : I’hormone lutéinisante
(LH) et I’hormone folliculo-stimulante (FSH). Ces deux
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gonadotrophines agissent au niveau des gonades que sont les ovaires et
les testicules, en provoquant, entre autres, la libération des hormones
stéroides sexuelles : respectivement I’cestradiol et la testostérone
(Figure 1).

U'activité des neurones a GnRH est indispensable au contréle de la
fertilité et la GnRH est le principal neuropeptide régulateur de la
reproduction. Toute altération congénitale ou fonctionnelle a I’origine
d’un déficit ou d’une absence de sécrétion de GnRH entraine des
troubles de la fertilité, voire une infertilité. C’est notamment le cas
pour I’hypogonadisme hypogonadotrope congénital (ou CHH), une
maladie génétique rare ou I"absence de signalisation de la GnRH
hypothalamique provoque I’absence de puberté [2]. Au cours des
derniéres décennies, les efforts de la communauté scientifique pour
comprendre les causes de cette maladie se sont focalisés sur des
études génétiques chez des patients atteints de CHH et sur des études
fonctionnelles a partir de modeles de rongeurs génétiquement modifiés.
De nombreux génes ont ainsi été identifiés mais la compréhension des
mécanismes impliqués dans le contrdle hypothalamique de la puberté
et de la reproduction demeure encore incomplete.

L'une des raisons de cette méconnaissance est que ces études se sont
focalisées sur les genes codant pour une protéine et ont négligé une
grande famille de génes connue depuis plus d’un demi-siécle mais
dont I’étendue et I"importance n’ont été découvertes que récemment :
les génes ne codant pas pour une protéine mais produisant un ARN
non codant, les ARNnc. Les premiers ARNnc identifiés dans les années
1950 furent les ARN ribosomiaux (ARNr) et de transfert (ARNt),
connus pour leur role essentiel dans la synthese protéique. Trente ans
plus tard furent découverts les petits ARN nucléaires (ARNsn, pour
small nuclear), impliqués dans le processus de maturation des ARN
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messagers, initialement considérés comme des éléments structurels.
Le monde des ARNnc a été bouleversé au début des années 2000 a la
suite de la découverte de I’interférence par ARN! pour laquelle Andrew
L. Fire et Craig C. Mello ont été récompensés d’un Prix Nobel en 2006
[3, 4]. Certains ARNnc, tels les micro-ARN, les longs ARN non codants
(ARNInc) ou encore les piARN (Piwi interacting RNA), ont montré
qu’ils étaient d’importants régulateurs de I’expression génique. De
nouveaux membres de ces familles ne cessent d’étre identifiés grace a
I’avénement de nouvelles technologies comme le séquencage de I’ARN.
Bien que toutes les fonctions des ARNnc ne soient pas encore connues,
leur role dans le contrdle de différents mécanismes complexes ne fait
plus aucun doute. Cette vocation « d’organisateurs de la complexité »
des ARNnc a d’ailleurs été trés bien illustrée par des études de
génétique de I’évolution qui ont montré que la complexité des étres
vivants n’est pas corrélée au nombre de genes codant pour une
protéine mais au nombre de génes non codants (Figure2A) [5].

Micro-ARN et systéme nerveux central

Les micro-ARN (miARN) sont de courts ARN simple brin non codants de
21 a 25 nucléotides dont le rdle est de contrdler "expression génique
au niveau post-transcriptionnel. lls sont désormais considérés comme
des acteurs majeurs de I"épigénétique. Les miARN sont caractérisés par
une biogeneése « atypique ». Transcrits @ partir de ’ADN génomique sous
la forme de longs précurseurs (les pri-miARN, pour primary-miRNA),
ils subissent une premiére étape de maturation dans le noyau réalisée
par I’enzyme Drosha (ribonucléase de type I11)% Les précurseurs sont
ensuite exportés dans le cytoplasme ol ils subissent une deuxieme et

! I’interférence ARN (ou RNA interference en anglais) est une voie de régulation de I’expression post-
transcriptionnelle des genes.

? Drosha clive les extrémités 3’ et 5" des pré-miARN.
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Figure 1. L’axe hypothalamo-hypophyso-gona-
dotrope (HPG). LH : hormone lutéinisante ; FSH :

hormone folliculo-stimulante.

derniére transformation par I’enzyme Dicer
(double-stranded RNA endoribonuclease)®.
Les miARN matures sont intégrés dans le
complexe protéique RISC (RNA-induced
silencing complex)* ol ils vont servir de guide
pour le recrutement de ’ARN messager-
cible conduisant ainsi a sa répression
traductionnelle ou a sa dégradation. Ce
dernier est donc ciblé par un micro-ARN
uniquement s’il possede, dans sa séquence,
un élément complémentaire spécifique
de PARN messager appelé site de liaison
(binding site). Un miARN peut réprimer des
centaines de cibles différentes et un méme
ARN messager est en général la cible de
plusieurs miARN qui agissent en synergie.
Cette modalité d’action combinatoire illustre la capacité
des miARN a « travailler » en réseaux extrémement
complexes. Viennent s’ajouter a cela les facteurs de
transcription : des protéines spécialisées qui, en se liant
a des cibles spécifiques de ’ADN génomique, activent
ou répriment I'expression des genes cibles en modulant
Pactivité de leur région promotrice. lls créent ainsi un
niveau supplémentaire de complexité. Ainsi, miARN
et facteurs de transcription opérent de concerve et
constituent des réseaux génétiques capables de garantir
le déroulement de processus biologiques complexes en
coordonnant I’expression de génes-clés (Figure 28).
Depuis leur découverte, de nombreux miARN ont été
décrits comme des facteurs-clés dans le développe-
ment et le fonctionnement du systéme nerveux cen-
tral [6] (=»). Certains jouent un rdle essentiel dans
la genese et la différenciation des cellules neurales
(neurones et cellules gliales).

€n effet, neurones, astrocytes et () Voir la Nouvelle

de M. Coolen

et L. Bally-Cuif,

m/s n° 10, octobre 2008,
p. 787

oligodendrocytes, les trois prin-
cipaux types cellulaires présents
dans le systéme nerveux central,
dérivent d’un précurseur neural commun ayant subi un
programme de différenciation séquentiel complexe. Le
complexe transcriptionnel REST (REI-silencing trans-
cription factor) est essentiel a la répression des génes

¥ Des hélicases associées @ Dicer dissocient ’ARN alors double brin en deux ARN
simple brin formant deux miARN (21 a 24 nucléotides) qui ont une séquence partiel-
lement complémentaire de la région 3’ UTR (untranslated region) de ’ARNm cible.

“ Le complexe RISC est composé d’une protéine de la famille Argonaute (Ago), une
endonucléase qui dégrade les ARNm, et d’une hélicase permettant de dissocier les
duplex ARNsi (small interfering RNA) ou les miARN double brins.
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Figure 2. Evolution de la complexité biologique des organismes et de la composi-
tion de leur génome, et réseaux génétiques impliquant micro-ARN et facteurs de
transcription. (A) Relation entre le nombre de génes codant pour une protéine
(en rouge) et génes non-codant (en bleu) dans des organismes de complexité
biologique croissante. Le nombre de génes ne codant pas pour une protéine
croit de maniére exponentielle avec le nombre de types cellulaires distincts
dans un organisme alors que le nombre de genes codant pour une protéine
atteint une asymptote (adapté de [5]). (B) Exemples de réseaux génétiques
impliquant les miARN et les facteurs de transcription (FT) dans la régulation de
I’expression de genes codant pour une protéine. Les traits rouges se terminant
par un arrondi figurent une action inhibitrice sur I’expression de la cible ; les

fleches vertes traduisent une action activatrice sur I’expression de la cible.

neuronaux dans les cellules non neuronales (comme les astrocytes ou
les oligodendrocytes). augmentation de miR-9 (miARN-9) et miR-
124 pendant la différenciation neuronale, qui induit la répression des
éléments de ce complexe répresseur, permet, a I'inverse, I’augmenta-

tion de I’expression des génes neuronaux dans . R
(=») Voir la Synthese

les futures cellules neuronales [7, 8] (=¥).
Les miARN sont également impliqués dans le
bon fonctionnement des neurones matures.

de M. Coolen
et L. Bally-Cuif,
m/s n° 11, novembre

A o 2013, p. 1010
Ils controlent, entre autres, la transmission P

de I'influx nerveux au niveau synaptique. Ainsi, miR-132, miR-134 et
miR-138, plus récemment identifié, peuvent contrdler la morpholo-
gie des dendrites et des épines synaptiques, jouant ainsi un role tres
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important dans Iapprentissage et la mémoire [9].
Certains miARN semblent également étre exprimés dans
des structures cérébrales spécifiques [10] et a des
périodes particulieres de la vie [11, 12].

Micro-ARN et fertilité

Initialement, la participation des miARN dans I'axe
hypothalamo-hypophyso-gonadotrope a été relaté au
niveau des gonades et de I"hypophyse. €n effet, I'ana-
lyse de différents modeles de souris modifiées pour
que la maturation des miARN au niveau des gonades
soit altérée, a montré qu’ils étaient essentiels pour le
fonctionnement des testicules et des ovaires. Plus pré-
cisément, les miARN sont impliqués dans le contrdle de
I’expression de genes qui sont nécessaires a la division
mitotique, a la division méiotique et la phase post-
méiotique de la spermatogenese dans le testicule, et
dans les processus de stéroidogenese, d’ovulation, et
dans le développement et le fonctionnement des corps
jaunes, au niveau des ovaires [13, 14].

Les miARN contrélent également I'expression et/ou la
sécrétion des gonadotrophines (LH et FSH) au niveau de
I’hypophyse. €n agissant sur les cellules gonadotropes, la
GnRH modifie 'expression de miARN qui seraient impliqués
dans la régulation de sa signalisation et dans la sécrétion
de FSH et de LH [15, 16]. Toujours au niveau de la glande
pituitaire, I’expression de LH est en particulier controlée
par le miR-200, le miR-429 [17] et le miR-7a2 [18].

Les miARN participeraient au contréle central de la
puberté. Des études d’association génomique (genome
wide association study, GWAS) réalisées chez I’lhomme,
ont montré un lien entre I’dge de puberté et le locus
[in28, un gene responsable de la répression spécifique
des miARN de la famille let-7° [19]. Uaxe let-7/1in28,
déja connu pour son réle dans les cellules souches et
dans le développement embryonnaire, pourrait donc
étre impliqué dans le contréle de la puberté : cette
hypothése a été corroborée par des études d’expression
transcriptionnelle dans I’hypothalamus de rats au cours
de la péri-puberté [20].

Rdle des miARN dans les neurones a GnRH

La maturation sexuelle et la puberté nécessitent
I’augmentation postnatale de I’expression de la GnRH
et I'activation des neurones a GnRH, sous I'influence
des neurones qui sécrétent la kisspeptine® et de

* La famille de micro-ARN let-7, découverte chez Caenorhabditis elegans, est
concervée chez I’homme.

¢ La kisspeptine est un neuropeptide considéré comme I'un des plus puissants sti-
mulateurs des neurones @ GnRH.
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Figure 3. Micro-ARN et contréle hypothalamique de la fertilité. Contribution possible de miR-155 (miARN-155), de la famille des miR-200 et de leurs génes
cibles a 'augmentation de I"expression génique de la GnRH en période infantile et a I'intégration des neurones a GnRH postmigratoires dans le réseau neuro-
nal responsable du déclenchement de la puberté. Maturation du réseau neuroglial & GnRH (panneaux supérieurs). Bien que le développement morphologique
de I’hypothalamus soit presque complet & la naissance, les axones des neurones situés dans le noyau arqué de I’hypothalamus (ARH) n’atteignent la région
préoptique qu’au cours de la période infantile, en méme temps que I"astrogliogenese, la synaptogenése et I’élagage dendritique. Ces événements de matu-
ration pourraient étre a 'origine du « switch » opéré par les miRNA dans le réseau de facteurs de transcription contrdlant activité du promoteur du géne de
la GnRH pendant la période infantile. Profils hormonaux (panneau inférieur). Les profils hormonaux illustrés dans le schéma sont ceux d’une souris femelle.
Chez les femelles, la premiére période d’activation postnatale de I'axe HPG (hypothalamo-hypophyso-gonadotrope) coincide avec I'arrivée des fibres ARH
dans la région préoptique, ce qui entraine une production de I’hormone folliculo-stimulante (FSH) qui déclenche la croissance du premier groupe de follicules
ovariens destinés a étre libérés a la puberté, ainsi qu’une élévation sporadique des niveaux de I’hormone lutéinisante (LH) qui contribue a leur maturation.
Cette période critique de maturation sexuelle rappelle fortement la «mini-puberté» chez ’homme [24]. La deuxiéme période d’activation survient au cours
de la péripuberté, lorsqu’un rythme diurne de libération de la LH accélére le développement fonctionnel des ovaires. Une troisiéme et derniere période d’acti-
vation coincide avec le moment ot les follicules ovariens atteignent leur pleine maturité, le stade de De Graaf, et libérent des quantités massives de stéroides
ovariens ; ils exercent une rétroaction positive sur I’lHPG, coordonnant I'apparition du premier pic préovulatoire de GnRH et de LH/FSH et déclenchant la
premiére ovulation, conférant ainsi la fertilité a I'individu. Chez les males comme chez les femelles, les premiers événements de la maturation sexuelle sont
également initiés par I"hypothalamus en période postnatale. GnRH : gonadotropin releasing hormone ; NO : monoxyde d’azote ; Zebl : zinc finger E-box-bin-
ding homeobox 1 ; Cebpb : CCAAT/enhancer-binding protein beta (voir pour revue [217).
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’environnement métabolique [1, 21, 22]. Néanmoins, malgré les
efforts de la communauté scientifique pour le comprendre, le processus
extrémement complexe et finement régulé de la puberté reste une
énigme de la biologie moderne.

Nous avons récemment exploré le role des miARN dans les neurones a
GnRH en utilisant un modeéle de souris génétiquement modifiées [23]
dont les neurones a GnRH n’expriment pas I’enzyme Dicer et donc ne
produisent pas de miARN matures (les souris gDiKO, GnRH specific
Dicer KO [knock-out]). Nous avons ainsi pu démontrer que certains
miARN constituent le noyau d’un réseau génétique complexe qui
controle Iaugmentation de I’expression de la GnRH post-natale et
permettent le déclenchement de la puberté.

Au cours de la période néonatale, les niveaux d’expression de GnRH
sont tres bas. Ils augmentent ensuite entre la premiere et la deuxieme
semaine de vie (entre P7 [jour 7 post-natal] et P12) ; cette période est
celle de la mini-puberté qui constitue la premiere activation de I’axe
HPG indispensable a I'initiation de la maturation des gonades chez les
rongeurs mais aussi chez ’homme [21, 24]. Les souris génétiquement
modifiées gDiKO présentent une diminution progressive de I’expression
de 'ARNm de GnRH, une inactivation de son promoteur, et une
perte totale de I’expression de la protéine dans le cerveau apres le
sevrage, a |'origine, chez ces souris mutantes, d’'un hypogonadisme
hypogonadotrope prononcé mimant les symptomes des patients atteints
de CHH : arrét du développement sexuel, absence de puberté, et
infertilité. €n étudiant I’expression des facteurs de transcription connus
pour contrler I"activité du promoteur de la GnRH pendant cette période
critique (P7-P12), nous avons découvert que I’augmentation marquée
de I'expression de facteurs activateurs observée dans les neurones
a GnRH de souriceaux sauvages, n’était pas retrouvée chez les souris
gDiKO. Linvalidation de I’expression de Dicer dans les neurones a GnRH
augmentait, de plus, ’expression de facteurs réprimant I'activité du
promoteur de la GnRH. Ces changements d’expression protéique étaient
associés, au cours de cette méme période critique, @ une modification
profonde du profil d’expression des miARN. En associant des analyses
bioinformatiques et des expériences fonctionnelles in vivo et in vitro,
nous avons pu identifier les acteurs principaux du réseau génétique
essentiel au processus de maturation sexuelle postnatal.

Le miR-200/429 et le miR-155 ainsi que leurs cibles respectives, Zebl
(Zinc finger E-box-binding homeobox 1) et Cebpb (CCAAT/enhan-
cer-binding protein beta), contrdlent I’équilibre entre les facteurs
répresseurs et activateurs du promoteur du gene codant pour la GnRH.
Le facteur de transcription Cebpb, cible du miR-155, se lie au promoteur
de la GnRH et réprime "expression du gene. Le facteur de transcription
Zebl, cible du miR-200/429, réprime, quant a lui, directement le géne
de la GnRH mais également certains de ses activateurs. &€n réprimant
ces répresseurs durant la phase de transition critique entre la période
infantile et juvénile, le miR-200/429 et le miR-155 permettent une
augmentation durable de I"expression de la GnRH qui est nécessaire a
la maturation sexuelle et, au moment approprié, au déclenchement de
la puberté (Figure 3).

Les effets de ce réseau génétique complexe ne semblent pas se
limiter au contrdle de I"expression de GnRH. Zebl et Cebpb seraient
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aussi responsables de la répression du récepteur de la
kisspeptine. Une interaction étroite existe également
entre les neurones a GnRH, leurs réseaux miRNA-facteurs
de transcription et les neurones hypothalamiques
synthétisant le monoxyde d’azote (NO) qui relayent les
informations métaboliques aux neurones a GnRH [25] et
dont I"activité augmente au moment de la minipuberté
[23]. La répression de Iactivité du promoteur de la
GnRH par Cebpb est directement régulée par le NO
[26] (Figure 3). 'inhibition de I’enzyme de synthése
du NO (la NO synthase) chez les souris gDiK0, permet
de restaurer partiellement I’expression de GnRH, en
I’absence du miR-155 [23]. €n inhibant ces répressions,
les miR-200/429 et miR-155 permettraient donc aux
neurones a GnRH de moduler leur sensibilité aux signaux
externes au cours du développement postnatal. Ces
réseaux de genes jouent non seulement un réle sur le
déclenchement de la puberté mais également dans le
maintien de la fertilité a I'dge adulte [23].

Nouvelles recherches et santé publique

Nos résultats ont permis de découvrir le rdle-clé que
jouent les miARN dans le contréle hypothalamique de
la puberté et de la fertilité. lls permettent d’envisager
désormais de nombreuses études visant a élucider les
diverses fonctions des familles d’ARN non codants. De
nouvelles recherches seront nécessaires pour identifier
I’activité des autres miARN dans les neurones a GnRH et
leur r6le dans les autres cellules composant le réseau
hypothalamique qui contréle la fertilité. Il sera ainsi
trés intéressant d’évaluer Pimplication des miARN
dans la coordination de ces différents types cellulaires
essentiels a la maturation sexuelle et au maintien de
la fertilité.

L'environnement, interne et externe, d’un organisme

influence les mécanismes de .
(=») Voir la Synthese

de C. Delpierre et al.,
m/s n° 1, janvier 2016,
p- 21, et la Syntheése de

contrdles épigénétiques [27-32]
(=), notamment ceux auxquels
participent les miARN [33-35]
(=»). Létablissement des bases
moléculaires de la modulation

C. Junienetal.,m/sn°1,
janvier 2016, p. 27

(=) Voir la Synthese
de C. Mauduit et al.,
m/s n° 1, janvier 2016,
p- 45, et la Syntheése de

de I’expression des miARN en
fonction de ces parameétres
internes et externes (horloge

C.Junienetal.,m/sn°1,
janvier 2016, p. 35

biologique, hormones sexuelles,
contexte métabolique, cycle
circadien, exposition au stress, odeurs, etc.) représente
donc un défi particulierement important.

Uidentification de miR-200/429 et de miR-155 comme
nouveaux acteurs essentiels dans le contrdle de
I’expression de la GnRH et dans la survenue de la



puberté [23], tout comme la découverte de I'importance de miR-7a
[18], dont P’expression augmente aussi dans les neurones @ GnRH
au moment de la mini-puberté [23], dans la fonction de I’axe
gonadotrope pourraient avoir des implications en santé humaine [36].
Dans cette perspective, de nouvelles études seront nécessaires afin de
valider ces miARN comme des outils diagnostiques et thérapeutiques
dans le cadre de déficience grave en GnRH hypothalamique congénitale
ou fonctionnelle. Une meilleure connaissance des miARN chez I’homme
pourrait donc aboutir a de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la
modulation de I’axe reproducteur dans des cas de déficits fonctionnels
(puberté précoce ou retardée, aménorrhée d’origine hypothalamique)
ou, éventuellement, pour I'obtention d’un effet contraceptif. ¢

SUMMARY

MicroRNAs: new players in the hypothalamic control of fertility
MicroRNAs are small non-coding RNAs that modulate gene expres-
sion post-transcriptionally. Discovered more than 15 years ago, their
functions start to be unraveled. Increasing evidence points to an
important functional role of microRNAs in brain development. In par-
ticular, miRNAs have recently been established to play a vital role in
the mechanisms underlying the infantile rise in gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) production by neurons in the hypothalamus, a pheno-
menon necessary for the onset of puberty in mammals. ¢
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