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RESUME

En tant qu’acteur clef de I’axe cérébro-hypohyso-
gonadique, la GnRH (Gonatropin-Releasing Hor-
mone) a fait ’objet, essentiellement chez les Verté-
brés, d’un nombre considérable de recherches. Des
études biochimiques, moléculaires, neuroanato-
miques, pharmacologiques et physiologiques, princi-
palement chez les Mammiféres, mais aussi chez les
Poissons, ont conduit 4 une connaissance détaillée des
systéemes 2 GnRH hypophysiotropes et de la GnRH
en tant que facteur de libération des gonadotrophines
hypophysaires. Il est 3 présent admis que les neu-
rones 3 GnRH se développent a partir de 1’épithétium
olfactif et migrent, au cours de I’organogenése, dans
Ie cerveau antérieur pour établir des connexions avec
I’éminence médidne chez les Tétrapodes ou Phypo-
physe chez les Poissons Téléostéens. Cependant, tous
les Vertébrés possédent un second systéeme a GnRH,
exprimant dans des neurones du synencéphale un
variant connu sous le nom de chicken GnRH-II dont
les fonctions sont méconnues. De plus, de nombreuses
espéces de Poissons Téléostéens présentent une troi-
sieme forme, le salmon GnRH, dont I’expression est
limitée 2 des neurones des systémes olfactifs et du
télencéphale ventral projetant largement dans
Pensemble au cerveau et 4 un degré moindre vers
FPhypophyse. Chez les Vertébrés, des peptides de type
GnRH sont également exprimés dans les gonades ou
ils agissent sur la prolifération cellulaire ainsi que la

stéroidogenése chez les méles et sur la réinitiation de
la méiose et I’apoptose de la granulosa chez les
femelles. 1l est possible que de telles fonctions repré-
sentent ’un des roles ancestraux de la GnRH
puisqu’un nombre croissant d’études chez les Inver-
tébrés met en évidence des connexions plus ou moins
directes entre des neurones sensoriels et les gonades.
D’apreés ces études, la GnRH serait un peptide trés
ancien qui aurait émergé au plus tard chez les Cni-
daires, considérés comme les premiers animaux pos-
seédant un systéme nerveux. Outre les Cnidaires, des
peptides de type GnRH ont été caractérisés partielle-
ment chez quelques classes d’Invertébrés tels que les
Mollusques, les Echinodermes et les Prochordés chez
lesquels des effets de la GnRH sur la reproduction,
notamment la libération des gamétes ou la stéroido-
genése, ont été décrits. I1 est possible qu’avec la com-
plexité croissante des Métazoaires, les neurones a
GnRH aient perdu leurs connexions directes avec la
gonade et se soient spécialisés dans le controle de nou-
veaux centres de régulation, tels que I’hypophyse chez
les Vertébrés ou la glande optique chez les Céphalo-
podes. Néanmoins, les fonctions de la GnRH au niveau
gonadique auraient été conservées grice a4 une pro-
duction locale de peptides. L’ensemble de ces données
suggere que la GnRH était impliquée dans le contréle
de la reproduction avant I’apprition des cellules gona-
dotropes hypohysaires.

SUMMARY Gonadotrophin-releasing hormone (GnRH) in metazoa

As a major actor of the brain-pituitary-gonad axis,
GnRH has received considerable attention, mainly in
vertebrates. Biochemical, molecular, neuroanatomi-
cal, pharmacological and physiological studies have
mainly focused on the role of GnRH as a gonadotro-
phin-releasing factor and have led to a detailed know-
ledge of the hypophysiotrophic GnRH system, pri-
marily in mammals, but also in fish. It is now
admitted that the corresponding neurons develop

from the olfactory epithelium and migrate into the
forebrain during embryogenesis to establish connec-
tions with the median eminence in tetrapods or the
pituitary in teleost fish. However, all vertebrates possess
a second GnRH system, expressing a variant known
as chicken GnRH-I1 in neurons of the synencephalon,
whose functions are still under debate. In addition,
many fish species express a third form, salmon GnRH,
whose expression is restricted to neurons of the olfac-
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tory systems and the ventral telencephalon, with
extensive projections in the brain and a minor contri-
bution to the pituitary. In vertebrates, GnRHs are
also expressed in the gonads where they act on cell
proliferation and steroidogenesis in males, and apop-
tosis of granulosa cells and reinititaion of meijosis in
females. These functions could possibly represent the
primitive roles of GnRH-like peptides, as an increa-
sing number of studies in invertebrate classes point to
a more or less direct connection between GnRH-pro-
ducing sensory neurons and the gonads. According to
recent studies, GnRHs appear as very ancient pep-
tides that emerged at least in the cnidarians, the first
animals with a nervous system. GnRH-like peptides
have been partially characterized in several classes of

invertebrates notably in molluscs, echinoderms and
prochordates in which effects on the reproductive
functions, notably gamete release and steroidogeneis,
have been evidenced. It is possible that, with the
increasing complexity of metozoa, GnRH neureons
have lost their direct connection with the gonad to
specialize in the control of additional regulatory cen-
ters such as the hypophysis in vertebrates or the
optic gland in cephalopods. However, reminiscent
effects of GnRH functions at the gonadal level would
have persisted due to local production of GrRRHs in
the gonad itself, Altogether, these data indicate that
GnRHs were involved in the control of reproduction
long before the appearance of pituitary gonado-
trophs.

Depuis la découverte de la GnRH au début des années
70, plus de 25000 articles ont été consacrés a divers
aspects de la biologie de ce peptide. Cet intérét constant
est motivé par les nombreuses applications cliniques et
agro-industrielles de la GnRH, mai_s aussi par le fait que
les circuits 4 GnRH centraux constituent un systéme par-
ticulierement étonnant de contrdle de la fonction gona-
dique. En effet, il est a présent bien démontré, tout au
moins chez les Vertébrés, que sans libération de GnRH, il
n’y a pas de reproduction. C’est en 1856 qu’Aureliano
Maestre de San Juan, titulaire de la premiére chaire d’his-
tologie en‘Espagne, décrivit pour la premiére fois la rela-
tion entre une absence de structures olfactives et une atro-
phie des organes génitaux (Maestre de San Juan, 1856),
menant la voie 4 la description du syndrome de Kallmann
(Kallmann ef al., 1944) qui illustre la forte dépendance de
la fonction gonadique vis-3-vis du développement d’une
structure sensorielle périphérique. On sait en effet que cet
hypogonadisme est 1ié & un défaut de migration des neu-
rones 3 GnRH qui, normalement, se développent & partir
de la partie médiane de I’épithélium olfactif pour ensuite
migrer le long du nerf olfactif durant ’embryogenese. A
la puberté, la libération finement controlée de la GnRH au
voisinage des cellules gonadotropes de ’hypophyse per-
met le développement normal de la fonction gonadique.

Pour le biologiste, ceci pose le probléme de com-
prendre comment un mécanisme aussi complexe de
controle de la fonction gonadotrope a pu se mettre en
place au cours de I’évolution et I’un des moyens dont
nous disposons est de nous intéresser a 1’évolution de ces
systémes 4 GnRH chez les métazoaires.

LA GnRH CHEZ LES VERTEBRES : ’
DEUX OU TROIS VARIANTS SONT EXPRIMES

DANS LE CERVEAU

Il existe chez les Vertébrés 14 variants de la GnRH
(Tableau ) dont huit sont retrouvés chez les Poissons
Téléostéens lesquels ont largement contribué a la connais-

sance des circuits 8 GnRH, puisque c’est dans ce groupe
qu’a ét¢ montrée pour la premiére fois I’existence de deux
formes de GnRH chez la méme espéce (Yu et al., 1988).
Tous ces peptides sont issus d’un long précurseur, le pré-
proGnRH, qui comporte un peptide signal, le décapeptide
GnRH, un tripeptide de clivage (GKR) et un GAP
(GnRH-Associated Peptide). L analyse des séquences. dis-
pontbles des ADNc de ces préproGnRHs montrent que ces
différents variants sont le produit de trois génes différents,
mais dont la structure est conservée (4 exons et trois
introns) ce qui suggere une origine commune (Fig. 1).

La branche 1 (type 1) regroupe des séquences de Mam-
miféres, d’Amphibiens et de Poissons générant divers
variants (mGnRH, gpGnRH, c¢fGnRH, frGnRH, sbGnRH
et mdGnRH). L’ensemble des données disponibles mon-
tre que le produit de ces ADNc s’expriment dans les
neurones & GnRH du cerveau antérieur et représentent la
forme hypophysiotrope «classique », ces neurones pro-
jetant soit vers |’¢éminence médiane (tétrapodes), soit
dans I’hypophyse antérieure (Poissons Téléostéens). i
n’existe malheureusement pas de séquences disponibles
chez les Oiseaux et les Reptiles, mais il y a tout lieu de
penser que ces especes possédent également un géne
apparenté & cette branche.

La branche 2 (type 2) regroupe toutes les séquences
codant pour des précurseurs de la forme chicken GnRH-
II. Faute de séquences d’Amphibiens, de Reptiles et
d’Oiseaux, dans cette branche ne figurent que deux
rameaux, ]'un regroupant des séquences de Téléostéens,
'autre des séquences de Mammiféres. Il est intéressant
de noter que I'une des formes de Lamproie (lamprey I),
dont I’ADNc a été cloné, se retrouve dans cette derniére
branche. La encore, il y a tout lieu de penser que ce
géne est présent chez les Amphibiens, les Reptiles et les
Oiseaux puisque le variant chicken GnRH-II a-‘été carac-
terisé biochimiquement chez toutes les classes de Verté-
brés ou il s’exprime majoritairement au niveau du
mesencéphale rostral. Les fonctions précises de cette
population cellulaire a chicken GnRH-II, trés conservée
chez I’ensemble des Vertébrés, sont pour I’instant sujet-
tes & spéculation (revue Pawson ef al., 2003).
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TABLEAU L. — Séquences primaires des différents variants de GnRH identifiés chez les Poissons Téléostéens, les autres Vertébrés, les Tuni-
ciers et le Poulpe. Dans chaque cas les séquences sont comparées a celle du GnRH de type 1 de Mammiféres (mGnRH). La séquence du
facteur de conjugaison de la levure est donnée pour mémoire (les résidus de la région N-terminale commun avec la séquence du mGnRH
sont soulignés). On peut voir que dans toutes les séquences de Vertébrés, a I’exception de celies de Lamproie, les résidus en position 1-

4.6, 9-10 sont trés conserves.

Téléostéens
Mammalian GnRH pGlu His Trp Ser Tyr
Chicken GnRH-H - - - - His
Pejerey GnRH - - - - Phe
Seabream - - - - -
Salmon GnRH -~ - - - -
Catfish GnRH - - - - His
Herring GnRH - - - - His
Whitefish GnRH - - - - -

Autres Vertébrés
Mammalian GnRH pGlu His Trp Ser Tyr
Chicken GnRH-1I - - - - His
Guinea pig GnRH - Tyr - - -
Chicken GnRH-I - - - - -
Frog GnRH - - - - -
Dogfish GnRH - - - - His
Lamprey GnRH-I - - Tyr - Leu
Lamprey GnRH-III - - - - His

Tuniciers
Mammalian GnRH pGlu His Trp Ser Tyr
tGnRH-1 - - - - Asp
tGnRH-2 - - - - Leu
tGnRH-3 - - - - -
tGnRH-4 - - - - Asn
tGnRH-5 - - - - -
tGnRH-6 - - - - Lys
tGnRH-7 - - - - -
tGnRH-8 - - - - Leu
tGnRH-9 - - - - Asn

Invertébrés
Mammalian GnRH pGlu His Trp Ser Tyr
Octopus GnRH e Phe - Asn

Asn Tyr
Yeast a-mating factor
Trp His Trp leuw GIn Leu Lys Pro

Gly

Gln
Glu
Ala
Ala
Lys

Leu Arg Pro  Gly-NH2 (Matsuo et al., 1971)
Trp Tyr - - (King ef al., 1990}

- Ser - - (Montaner et al., 2001)

- Ser - - (Powel et al., 1994)
Trp Leu - - (Sherwood et ¢l., 1983)

- Asn — - (Bogerd et al., 1992)

- Ser - - (Carolsfeld et al., 2000)
Met Asn - - {Adams et al., 2002)
Leu Arg Pro  Gly-Nh2 (Matsuo ez al., 1971)
Trp Tyr - - (Miyamoto er al., 1984)
Val - - - (Jimenez-L. et al., 1997)

- Gln - - (Miyamoto ef al., 1982)

- Trp - - (Yoo et al., 2000}

Trp Leu - - (Lovejoy et al., 1992)
Trp Lys - - (Sower et al., 1993)
Trp Lys - - (Sower ef al., 1993)
Leu Arg Pro  Gly-NH2 (Matsuo et al., 1971)
Phe Lys - - (Adams er al., 2003)
His Ala - - (Adams er al., 2003)
Phe Met - - (Adams ef al., 2003)

— Thr - — (Adams et al., 2003)
Tyr Met - - (Adams ef al., 2003)
Tyr Ser — - (Adams et al., 2003)

- Ser - - (Adams et al., 2003)

- Ser - - (Adams ef al., 2003)

- Ala - - (Adams ef al., 2003)
‘Leu  Arg  Pro  Gly-NH2 (Matsuo et al., 1971)
Trp His - - (Twakoshi et al., 2002)

Gln Pro Met Tyr-NH2 (Loumaye.et &/, 1982)

La branche 3 (type 3) ne renferme pour I'instant que des
séquences codant pour un variant particulier de la GnRH
qu’on ne trouve que chez certains Poissons Téléostéens,
la forme salmon GnRH. La plupart des Poissons Téléos-
téens sont remarquables par le fait qu’ils expriment trois
variants de la GnRH correspondant aux trois types. C’est
le cas de la majorité des espéces appartenant a des ordres
avancés regroupés sour le terme d’Acanthoptérygiens
(Athériniformes, Béloniformes, Cyprinodontiformes, Scor-
paeniformes, Perciformes, Pleuronectiformes, Tétraodon-
tiformes). Cependant, trois variants de GnRH ont égale-
ment été caractérisés par voie biochimique chez des
especes relativement plus primitives telles que le Hareng
(Clupea harangus : Clupéiforme), ou le Corégone (Core-
gonus clupeaformis : Salmoniforme), malheureusement
les ADNcs correspondants n’ont pas été clonés. Par
contre, d’autres especes, y compris des espéces trés étu-
diées, telles que le Cyprin (Carassius auratus : Cyprini-
forme), la Truite (Onchorynchus mykiss : Salmoniforme)
ou le Poisson-chat africain (Clarias gariepinus : Siluri-
forme), ne présentent que deux variants.

Chez toutes les espéces étudiées, il a été montré que
les trois variants, représentant chacun des trois clades,
s’exprimaient de fagon différentielle. Chez le Loup ou
Bar (Dicentrarchus labrax ; Perciforme) qui exprime la
forme sbGnRH (type 1), la forme ¢cGnRH-II (type 2) et
la forme sGnRH (type 3), il a été montré que le variant
c¢GnRH-II est présent dans des neurones mésencépha-
liques, tandis que les formes sGnRH et sbGnRH sont
exprimées dans des neurones des bulbes olfactifs, du
télencéphale ventral et de 1’aire préoptique avec cepen-
dant deux gradients inverses, la sGnRH étant plus abon-
dante dans les bulbes olfactifs et la forme sbGnRH dans
I’aire préoptique (Gonzalez-Martinez et al., 2001,
2002a). Par ailleurs, des études basées sur 'utilisation
d’anticorps anti-GAP (GnRH- associated peptide) tres
spécifiques ont démontré que les neurones a sGnRH pro-
jettent largement dans I’ensemble du cerveau antérieur et
également vers 1"hypophyse (rappelons que les Poissons
Téléostéens n’ont pas de systeme porte hypothalamo-
hypophysaire, mais une innervation directe du lobe anté-
rieur de I’hypophyse), tandis que ceux a sbGnRH pro-
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Poulpe
Arowana sGnRH 3
Cichlidé sGnRH
Loup sGnRH
Daurade sGnRH
Medaka sGnRH Poisson
Saumon sGnRH2 > Type 3

Saumon sGnRH1

Cyprin sGnRH2 :
I EPoissomzébre sGnRH
Cyprin sGnRH]I

Lamproiel GnRH

physiotrophes de poissons, amphibiens et mammiféres (type 3).

Numeéros d’acceés des séquences : poisson-chat africain (Clarias gariepinus) - of GnRH
q gariep

(X78047); arowana (Scleropages jardinii) : sGnRH (AB047325), ¢cGnRH-I1 (AB047326);

(U31865), cGnRH-II (L27435), sGnRH : (363657); anguille (Angui

(Rana dybowskii) GnRH (AF139911); cyprin (Carassius auratus) : sGnRHI (AB017271),

¢GnRH-112 (U40567); cochon d'Inde

(AF036329); lamproie (Petromizon marinus) 1GnRH-1 (AF144479); medaka (Oryzias

(AB041334), mdGnRH (AB041334); musaraigne (Suncus murinus) cGnRH-1I (AF107315); rat (Ratu
singe rhésus (Macaca mulaita) cGnRH-II (AF(G97356) ; saumon (Oncorhynchus nerka) sGnRH 1 (D31
mer (Dicentrarchus labrax) ; sbGnRH (AF224279), cGnRH-II (AF224281),
(U30320), sGnRH, (U30311), cGnRH-II, (U30325); musaraigne {Tupaia g

zebre (Danio rerio) sGnRH (AJ304429) : poulpe (Octopus vulgarisy AB037165.

L Poisson-chat ¢fGnRH]1

Musaraigne ¢cGnRH-1I )
Musaraigne ¢cGnRH-II Ty
Singe rhesus ¢GnRH-11 p Mammiferes
E Homme ¢GnRH-IT Type2
Arowana ¢cGnRH-II
Cyprin ¢GnRH-II2
Cyprin ¢cGnRH-H1
Poisson-chat ¢cGnRH-I1 .
Anguille cGnRH-IT > Poisson
Medaka cGnRH-II Type 2
Cichlidé ¢GnRH-II
Loup ¢GnRH-I
Daurade ¢cGnRH-II J
Grenouille GnRH i
Rat mGnRH Tétrapodes
Musaraigne mGnRH Type 1
‘]._!;—Ccch(m-d-’{nde GnRH
Homme mGnRHI1
— Poisson-chat ¢fGnRH2 )

Anguille mGnRH Poisson
Medaka mdGnRH
N Cichlidé sbGnRH t Typel
0.2 Loup sbGnRH
e Daurade sbhGnRH

/

F1G. 1. - L’analyse phylogénétique (clustalW: neighbar-joining method) des séquences des preproGnRH connues chez les vertébrés mon-
trent clairement trois branches : I’une rassemblant les séquences codantes
regroupant des séquences codant pour des précurseurs de la cGnRH-II

pour des précurseurs de la sGnRH de poisson {type 1), une seconde
(type 2) et une troisiéme comprenant des précurseurs de formes hypo-

1 (X78049), cfGnRH2 (X78048), cGnRH-II
cichlidé (Haplochromis burtoni) : sbGnRH
lla japonica) mGnRH (AB026989), cGnRHIT (AB026990) ; grenouille
sGnRH2 (AB017272), ¢cGnRH-IT1{U30386),
(Cavia porcellus) gpGnRH (AF426176); homme (Homo sapiens) mGnRH : (X01059), cGnRH-II :
latipes) : sGnRH (AB041335), ¢cGnRH-II
s norvegicus) mGnRH (M15527);
868), sGnRH 2 (D31869); loup de
sGnRH (AF224280) ; daurade royale (Sparus aurata) : shGnRH,
lis belangeri) mGnRH (U63326),

¢GnRH-1I (U63327); poisson

Jettent exclusivement vers I’hypophyse. Les neurones a
¢GnRH-II projettent quant & eux dans le cerveau anté-
rieur, mais surtout dans le cerveau postérieur. Par
ailleurs, des études ontogéniques montrent que les popu-
lations a sGnRH et sbGnRH dériveraient de structures
olfactives, alors que ceux a ¢cGnRH-II sont issus d’un pri-
mordium germinatif en bordure du 4*™ ventricule (Gon-
zalez-Martinez er al., 2002b; Wong et al., 2003). Ces
données suggérent que les formes | et 3 dérivent d’un
méme géne ancestral et qu’on assiste actuellement chez
les Tél€ostéens a une spécialisation d’un systéme claire-

ment hypophysiotrope (type 1) et d’un systéme plus anté-
rieur (type 3) a fonction moins bien définie, la somme
des deux correspondant 4 ’ensemble des fonctions
gerées par les neurones exprimant la forme de type 1
chez les autres Vertébrés. Il est intéressant de noter que
chez les espéces de Téléostéens qui n’expriment que
deux variants, les fonctions hypophysiotropes sont rem-
plies par des neurones qui expriment soit un variant de
type 1 (Poisson-chat), soit un variant de type 3 (Cyprin,
Truite), révélant une certaine plasticité dans 1’utilisation
des ces génes.
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Chez les Agnathes (Lamproies et Myxines) considéres
comme les Vertébrés connus les plus primitifs, deux
formes de GnRH ont été identifiées, lamprey GnRH-I et
lamprey GnRH-III (Sower et al., 1993), probablement
issues de deux genes différents, ce qui suggére gu’une
duplication se serait produite avant 1’émergence des
Agnathes (Sower et al., 2000). Des études immunohis-
tochimiques ont montré que ces deux formes sont expri-
mées dans des neurones de 'aire préoptique et de la
zone périventriculaire de ’hypothalamus postérieur. Par
ailleurs, des fibres & lamprey GnRH-I et GnRH-IIT ont été
observées dans la neurohypophyse (Nozaki er af., 2000)

LE CAS DES PROCHORDES : 6 GnRHS
CHEZ LES ASCIDIES CIONA INTESTINALIS
ET CIONA SAVIGNYI

Les Tuniciers sont des Invertébrés chordés (Prochor-
dés) appartenant au phylum des Urochordés qui a divergé
avant la séparation des Céphalochordés (Amphioxus) et
des Vertébrés. Dés 1980, Georges et Dubois (1980) met-
taient en évidence I'existence d’une immunoréactivité
de type GnRH dans le ganglion cérébral et le cordon dor-
sal de I’ Ascidie C. intestinalis, résultats confirmés depuis
par différents groupes. Tres récemment, le séquengage
complet du génome de C. intestinalis a permis de mon-
trer que, chez cette espéce (et une autre espéce voisine
C. savignyi), 6 variants de la GnRH sont codés en triplets
par deux genes différents. Ces peptides sont encadrés
par des amino-acides basiques représentant des sites
patentiels de clivage (Adams er al., 2003). Les auteurs
estiment que ces deux genes résulteraient d'une duplica-
tion apparue dans le phylum des Urochordés puisque les
deux genes, bien qu’organisés différemment (gene | : un
exon; géne 2 : trois exons), présentent dans leurs régions
promotrices des séquences régulatrices semblables qui ne
sont pas sans rappeler celles trouvées dans le promoteur
du géne GnRH1 humain (Adams et a/., 2003). Des résul-
tats équivalents ont été obtenus chez C. savignyi, mais les
peptides codés ne sont pas tous identiques a ceux de
C. intestinalis, ce qui porte 2 9 le nombre de variants ori-
ginaux rencontrés chez les Urochordés (Tableau I).

Chez les Ascidies, les neurones 4 GnRH sont locali-
sés autour du ganglion cérébral ainsi que le long du cor-
don dorsal et envoient des projections en direction de la
paroi des gonoductes et des spermiductes (Terakado,
2001). Chez ces animaux hermaphrodites, 1’injection de
divers peptides de type GnRH provoquent rapidement la
libération des gamétes, ceufs et spermatozoides (Tera-
kado, 2001 ; Adams et al., 2003), ainsi qu’une augmen-
tation de la production d’cestradiol dans les gonades
(Craig et al., 1997). Ces résultats suggérent que, chez les
Tuniciers, les neurones 2 GnRH établissent un lien direct
entre le systeme nerveux et la gonade.

L’ensemble de ces données suggére qu’une duplica-
tion génique se serait produite avant 1’émergence des
Vertébrés et que 'un de ces génes exprimés dans des
neurones sensoriels, s’est spécialisé dans le contrdle des
fonctions hypophysaires.

LA GnRH CHEZ LES INVERTEBRES

Un nombre croissant d’équipes s’intéressent 4 présent
a la caractérisation de peptides de type GnRH et a leurs
fonctions chez les Invertébrés (revue Rastogi ef al.,
2002) et il existe de nombreuses indications que la
GnRH, chez divers groupes d’Invertébrés, pourrait étre
impliquée dans des mécanismes liés a la reproduction, ce
qui tendrait a montrer que la GnRH possédait une acti-
vité biologique a vocation reproductrice avant [’appari-
tion de cellules gonadotropes hypophysaires. Il est frap-
pant de constater une absence quasi totale de travaux
portant sur les Arthropodes et en particulier sur les
Insectes.

Cnidaires

Les Cnidaires sont considérés comme les premiers
animaux avec un systéme nerveux et des synapses véri-
tables. Des études en HPLC suivies de dosages radio-
mimmunologiques ont montré deux pics GnRH-immu-
noréactifs chez la Pensée de mer (Rernilla koellikeri).
Chez cette espece ainsi que chez ’Anémone de mer
(Nematostella vectensis), des neurones GnRH-immuno-
réactifs ont été trouvés dans les couches endodermiques
et myoépithéliales, de méme que dans les filaments
mésentériques portant les gameétes (Anctil, 2000). 11 est
intéressant de noter que, chez la Pensée de la mer,
I’'immunoréactivité de type GnRH est associée a des neu-
rones ciliés en contact avec le milieu intérieur, peut-étre
sensoriels, et projetant vers les filaments mésentériques
portant les gamétes (Anctil, 2000). Chez ces espéces, la
GnRH pourrait étre impliquée dans le contréle de la pro-
liferation des gamétes et/ou dans le contréle du péristal-
tisme, dont activité augmente lors de la libération des
gametes (Anctil. 2000).

Mollusques

Il existe plusieurs travaux significatifs sur la GnRH
chez les Mollusques (revue Rastogi ef al., 2002). Chez
la Moule et I’Huitre, il a notamment été montré que
I"injection de divers peptides GnRH stimule de fagon
dose-dépendante la prolifération goniale, un effet qui
peut étre bloqué par des antagonistes (Pazos & Mathieu,
1999). L’immunoréactivité GnRH est détectée notam-
ment dans les ganglions pédieux, connus pour étre impli-
qués dans la reproduction, et il est probable que les pep-
tides de type GnRH sont libérés dans 1’hémolymphe
(Pazos & Mathieu, 1999).

Chez I’Aplysie, il y aurait deux formes de GnRH
exprimées notamment dans un organe chémosensoriel,
I’osphradium, composé d’un épithélium sensoriel cilié, et
dont I’une des cibles serait les cellules en sac (bag cells)
connues pour libérer I’hormone de la ponte (Tsai et al.,
2003).

A I'heure actuelle, le seul variant de GnRH caractérisé
chez un Invertébré, 1’a été chez le Poulpe (Octopus vul-
garis). Ce peptide comporte 12 résidus, mais possede de
nombreuses caractéristiques des GnRHs, notamment un
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pyroglutamate en N-terminal, une glycine en position 8
(correspondant a la position 6 des décapeptides GnRH)
et le motif Pro!'-Gly'>-NH2 en C-terminal (Tableau [ :
Iwakoshi et al., 2002). Par ailleurs, ce peptide est actif
sur la libération de LH a partir d’hypophyses de Caille,
et son précurseur présente la structure typique des pré-
proGnRHs (GenBank AB037165). De maniére intéres-
sante, les études immunchistochimiques montrent que
I"immunoréactivité GnRH est associée a des neurones du
lobe olfactif projetant vers la glande optique, elle-méme
connue pour contrdler 1"activité de la gonade (Di Cosmo
& Di Cristo, 1998). On voit donc chez cette espéce trés
évoluée que les neurones & GnRH contrdleraient Pacti-
vité d’une glande intermédiaire elle-méme impliquée
dans le controle de I’activité gonadique, une situation qui
n’est pas sans rappeler le cas des Vertébrés.

Echinodermes

Chez 1I’Oursin (Paracentrotus lividus), du matériel
immunoreactit pour la GnRH a été détecte dans les
oocytes et le peptide chicken GnRH-I a été purifié et
séquencé a partir d’extraits gonadiques. Par ailleurs, la
chicken GnRH-I native et synthétique stimule la sécré-
tion de stéroides sexuels, testostérone et cestradiol (Ras-
togi et al., 2002).

QUEL SCENARIO POSSIBLE POUR L'EVOLUTION
DE L'ORGANISATION ET DES FONCTIONS
DES SYSTEMES A GnRH?

Méme si les données obtenues dans diverses classes
d’Invertébrés restent fragmentaires, il est clair que la
famille de la GnRH est trés ancienne et remonte au
moins a 1’apparition des Cnidaires, c’est a dire aux pre-
miers métazoaires connus pour posséder un systéme ner-
veux. Néanmoins, il convient de rappeler que le facteur
de conjugaison de la levure (yeast alpha-mating factor),
posséde une communauté de structure avec les peptides
de type GnRH. En effet, les 9 amino-acides N-termi-
naux de ce tridécapeptide présentent 80 % d’homologie
avec le mGnRH (Loumaye ef a/., 1982). Ce facteur est
capable de se lier aux récepteurs 2 GnRH hypophysaires
et de stimuler la libération de gonadotrophine, cependant
son efficacité reste faible. Méme si ces données sont
insuffisantes pour faire du facteur de conjugaison un
membre de la famille des GnRH, il est intéressant de
noter que ce facteur de conjugaison permet d’établir un
premier lien entre une perception sensorielle (phéro-
mone) et une forme primitive de reproduction sexuée, la
conjugaison.

Il est envisageable que I'un des réles ancestraux de la
GnRH ait été de contrdler directement I’activité de la
gonade (stéroidogenese, prolifération des gamétes et/ou
libération des gamétes) en réponse a des stimuli d’ordre
chémosensoriel. Sans remonter jusqu’a la levure, une
telle situation se rencontre chez les Cnidaires ou une
innervation directe des couches folliculaires de 1’ovo-

cyte a été démontrée chez I’ Anémone (Anctil, 2000). Un
effet de Ia GnRH directement sur la gonade est claire-
ment démontré chez les Mollusques lamellibranches ou
gastéropodes (Pazos & Mathieu, 1999) et chez le Chiton,
un mollusque primitif, ’exposition a diverses GnRH pro-
voque la libération des gamétes (Gorbman et al., 2003).
Une innervation directe de la gonade est e¢galement
observée chez divers Tuniciers. Chez ’Oursin, un Echi-
noderme, une immunoréactivité de type GnRH est détec-
tée dans des extraits gonadiques et la GnRH stimule la
sécrétion gonadique de testostérone et d’estradiol (Ras-
togi et al., 2002).

Cependant, chez les espéces évoluées telles que les
Vertébrés ou les Céphalopodes, des centres de régula-
tion supplémentaires se sont intercalés entre les sys-
témes centraux et la gonade (hypophyse chez les Ver-
tébrés, glande optique chez les Céphalopodes,
osphradium chez I’Aplysie) et il est possible que les
circuits a GnRH aient été recrutés pour controler [’acti-
vité gonadotrope de ces nouveaux cenires régulateurs.
On perd alors la connexion directe entre cerveau et
gonade. Cependant, tout au moins chez les Vertébrés,
les effets de la GnRH au niveau gonadique sont conser-
vés grice a une synthése locale de GnRH agissant par
voie paracrine. Chez les Mammiféres, les Amphibiens et
les Poissons Téleostéens -divers variants de la GnRH et
des récepteurs de la GnRH sont exprimés au niveau
gonadique ou la GnRH est impliquée dans la proliféra-
tion-différenciation des gameétes et la stéroidogenese
chez le maéle, et, chez la femelle, dans 1’apoptose des
cellules de la granulosa et la réinititation de la méiose
(Pati & Habibi, 2002 ; Leung et al., 2003). Un rdle de
la GnRH dans le contrdle de la balance prolifération/dif-
férenciation est aussi démontré par le fait que 80 % des
cancers ovariens ou endométriaux et 50 % des tumeurs
mammaires expriment la GnRH et ses récepteurs
(Emons et al., 2003).

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Depuis les premiéres observations de Maestre de San
Juan (1856), on mesure le chemin parcouru quant a la
connaissance des multiples aspects du développement, de
I’organisation, de la régulation et du mode d’action du
systéme a GnRH «classique» & fonction hypophysio-
trope. Cependant, de nombreuses inconnues subsistent
quant a4 la signification physiologique du systéme a
¢GnRH-1II ou & celle de multiples formes de récepteurs
de 1a GnRH chez les Vertébrés. On peut s’attendre dans
les années qui viennent a une intensification des recher-
ches portant sur les Invertébrés, dont la diversification
phylogénétique est 3 méme de mettre en lumicre les
divergences et les ressemblances qui permettront proba-
blement de comprendre en partie les mécanismes évolu-
tifs et les grandes étapes qui ont conduit & I’émergence
de ce type de contréle de Pactivité gonadique qui ne
semble plus étre I'apanage des Vertébrés, mais serait bel
et bien apparu 1l y a environ 630 millions d’années.



SEANCE DU 15 OCTOBRE 2003 59

BIBLIOGRAPHIE

Adams B. A., Vickers E. D., Warby C., Park M., Fischer W. H,,
Grey Craig A, Rivier J. E. & Sherwood N. M., Three forms
of gonadotropin-releasing hormone, including a novel form,
in a basal salmonid, Coregonus clupeaformis. Biol. Reprod.,
2002, 67, 232-239.

Adams B. A, Tello J. A., Erchegyi J., Warby C., Hong D. J., Akin-
sanya K. O., Mackie G. O,, Vale W., Rivier J. E. & Sher-
wood N. M., Six novel gonadotropin-releasing hermones
are encoded as triplets on each of two genes in the proto-
chordate, Ciona intestinalis. Endocrinology, 2003, 144,
1907-1919.

Anctil M., Evidence for gonadotropin-releasing hormone-like pep-
tides in a cnidarian nervous system. Gen. Comp. Endocri-
nol., 2000, 119, 317-328.

Bogerd J., Li K. W., Janssen-Dommerholt C. & Goos H., Two
gonadotropin-releasing hormones from African catfish (Cla-
rias gariepinus). Biochem. Biophys. Res. Commun., 1992,
187, 127-134.

Carolsfeld J., Powell J. F., Park M., Fischer W. H., Craig A. G.,
Chang J. P., Rivier J. E. & Sherwood N. M., Primary struc-
ture and function of three gonadotropin-releasing hormones,
including a novel form, from an ancient teleost, herring.
Endocrinology, 2000, 141, 505-512.

Craig A. G., Fischer W. H., Park M., Rivier J. E., Musselman
B. D., Powell J. F., Reska-Skinner S. M., Prakash M. O.,
Mackie G. O. & Sherwood N. M., Sequence of two gonado-
tropin releasing hormones from tunicate suggests an impor-
tant role of conformation in receptor activation. FEBS Lett.,
1997, 413, 215-225.

Di Cosmo A. & Di Cristo C., Neuropeptidergic control of the optic
gland of Octopus vulgaris: FMRF-amide and GnRH immu-
noreactivity. J. Comp. Neurol.,1998, 398, 1-12.

Emons G., Grundker C., Grunthert A. R., Westphalen S., Kava-
nagh J. & Verschraegen C., GnRH antagonists in the treat-
ment of gynecological and breast cancers. Endocr. Relat.
Cancer, 2003, 10, 291-299.

Georges D. & Dubois M. P., Mise en €vidence par des techniques
d’immunofluorescence d’un antigéne de type LH-RH dans
le systgme, nerveux de Ciona intestinalis (tunicier ascidiacé).
C. R. Séances Acad. Sci. D, 1980, 290, 29-31.

Gorbman A., Whiteley A. & Kavanaugh S., Pheromonal stimula-
tion of spawning release of gametes by gonadotropin relea-
sing hormone in the chiton, Mopalia sp. Gen. Comp. Endo-
crinol., 2003, 131, 62-65.

Gonzalez-Martinez D., Madigou T., Zmora N., Anglade L., Zanuy S.,
Zohar Y., Elizur A., Munoz-Cueto J. A. & Kah O, Diffe-
rential expression of three different prepro-GnRH (gonado-
trophin-releasing hormone) messengers in the brain of the
European bass (Dicentrarchus labrax). J. Comp. Neurol.,
2001, 429, 144-155.

Gonzalez-Martinez D., Zmora N., Mananos E., Saligaut D., Zanuy S.,
Zohar Y, Elizur A., Kah O. & Munoz-Cueto J. A., Immuno-
histochemical localization of three different prepro-GnR s
in the brain and pituitary of the European sea bass (Dicen-
trarchus labrax) using antibodies to the corresponding GnRH-
associated peptides. J. Comp. Newrol., 2002a, 446, 95-113.

Gonzalez-Martinez D., Zmora N., Zanuy S., Sarasquete C., Elizur A..,
Kah O. & Munoz-Cueto, J. A, Developmental expression of
three different prepro-GnRH (gonadotrophin-releasing hor-
mone) messengers in the brain of the European sea bass
(Dicentrarchus labrax). J. Chem. Neuroanat., 2002b, 23,
255-267.

Iwakoshi E, Takuwa-Kuroda K, Fujisawa Y, Hisada M, Ukena K,
Tsutsui K & Minakata H., Isolation and characterization of
a GnRH-like peptide from Octopus vulgaris. Biochem. Bio-
phys. Res. Commun., 2002, 297, 1187-1193.

Jimenez-Linan M., Rubin B. S. & King J. C., Examination of gui-
nea pig luteinizing hormone-releasing hormone gene reveals
a unique decapeptide and existence of two transcripts in the
brain. Endocrinology, 1997, 138, 4123-4130.

Kallmann F. J, Schoenfeld, W. A. & Barrera S. E., The genetic
aspects of primary eunuchoidism. Am. J. Ment. Deficiency,
1944, XLVIII, 203-236.

King J. A., Dufour S., Fontaine Y. A. & Millar R. P., Chromato-
graphic and immunological evidence for mammalian GnRH
and chicken GnRH II in eel (dnguilla anguilla) brain and
pituitary. Peptides, 1990, 11, 507-514.

Leung P. C,, Cheng C. K. & Zhu X. M., Multi-factorial role of
GnRH-1 and GnRH-II in the human ovary. Mol. Cell Endo-
crinol., 2003, 202,145-153.

Loumaye E., Thomer J. & Catt K. J., Yeast mating pheromone acti-
vates mammalian gonadotrophs: evolutionary conservation
of a reproductive hormone ? Science, 1982, 218, 1323-1325.

Lovejoy D. A., Fischer W. H., Ngamvongchon S., Craig A. G.,
Nahorniak C. S., Peter R. E., Rivier J. E. & Sherwood N. M.,
Distinct sequence of gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
in dogfish brain provides insight into GnRH evolution. Froc.
Natl. Acad. Sci. USA., 1992, 89, 6373-6377.

Maestre de San Juan A., Falta total de los nervios olfactorios con
anosmia en un individuo en quien existia una atrofia conge-
nita de los testiculos y miembro viril. Siglo Med., 1856,
131,211,

Matsuo H., Baba Y., Nair R. M., Arimura A. & Schally A. V,,
Structure of the porcine LH- and FSH-releasing hormone.
I. The proposed amino -acid sequence. Biochem. Biophys.
Res. Commun., 1971, 43, 1334-1339.

Miyamoto K., Hasegawa Y., Minegishi T., Nomura M., Takaha-
shi Y., Igarashi M., Kangawa K. & Matsuo H., Isolation and
characterization of chicken hypothalamic luteinizing hor-
_mone-releasing hormone. Biochem. Biophys. Res. Commun.,
1982, 107, 820-827.

Miyamoto K., Hasegawa Y., Nomura M., Igarashi M., Kangawa K.
& Matsuo H., Identification of the second gonadotropin-
releasing hormone in chicken hypothalamus: evidence that
gonadotropin secretion is probably controlled by two distinct
gonadotropin-releasing hormones in avian species. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 1984, 81, 3874-3878.

Montaner A. D., Park M. K., Fischer W. H.,Craig A. G, Chang J.P.,
Somoza G. M., Rivier J. E. & Sherwood N. M., Primary struc-
ture of a novel gonadotropin-releasing hormone in the brain of
a teleost, Pejerrey. Endocrinology, 2001, 142, 1453-1460.

Naftolin F., Harris G. W. & Bobrow M., Effect of purified lutei-
nizing hormone releasing factor on normal and hypogona-
dotropic anosmic men. Nature, 1971, 232, 496-497.

Nozaki M, Ominate K, Gorbman A & Sower S. A., The distribu-
tion of lamprey GnRH-III in brains of adult sea lampreys
(Petromyzon marinus). Gen. Comp. Endocrinol., 2000, 118,
57-67.

Pawson A. J., Morgan K, Maudsley S. R. & Millar R. P., Type II
gonadotrophin-releasing hormone (GnRH-II) in reproductive
biology. Reproduction, 2003, 126, 271-278.

Pati D. & Habibi H. R., Involvement of protein kinase C and ara-
chidonic acid pathways in the gonadotropin-releasing hor-
mone regulation of oocyte meiosis and follicular sterotdo-
genesis in the goldfish ovary. Biol Reprod., 2002, 66,
813-822. )

Pazos A. J. & Mathieu M., Effects of five natural gonadotropin-
releasing hormones on cell suspensions of marine bivalve
gonad: stimulation of gonial DNA synthesis. Gen. Comp.
Endocrinol., 1999, 113, 112-120.

Powell J. F., Zohar Y., Elizur A., Park M., Fischer W, H., Craig
A. G, Rivier J. E., Lovejoy D. A. & Sherwood N. M., Three
forms of gonadotropin-releasing hormone characterized
from brains of one species. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1994, 91, 12081-12085.



60 SOCIETE DE BIOLOGIE DE PARIS

Rastogi R. K., Di Fiore M. M., D’Aniello A, Tela L. & Fioren-
tino M., GnRH in the invertebrates: an overview. Prog
Brain Res., 2002, 141, 19-29.

Sherwood N., Eiden L., Brownstein M., Spiess J., Rivier J. &
Vale W., Characterization of a teleost gonadotropin-relea-
sing hormone. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1983, 80, 2794-
2798,

Sower S.A., Chiang Y.C., Lovas S., Conlon, ].M., Primary struc-
ture and biological activity of a third gonadotropin-releasing
hormone from lamprey brain. Endocrinology 1993, 132,
1125-1131.

Sower S, A., McGregor A. J., Materne O. L., Chase C., Potter L.
& Joss J., Evidence for lamprey GnRH-I and -III-like mole-
cules in the brains of the southern hemisphere lampreys
Geotria australis and Mordacia mordax. Gen. Comp. Endo-
crinol., 2000, 120, 168-175.

Terakado K., Induction of gamete release by gonadotropin-relea-
sing hormone in a protochordate, Ciona intestinalis. Gen.
Comp. Endocrinol., 2001, 124, 277-284.

Tsai P. S., Maldonado T. A. & Lunden J. B., Localization of gona-
dotropin-releasing hormone in the central nervous system
and a peripheral chemosensory organ of Aplysia calzfor-
nica. Gen. Comp. Endocrinol., 2003, 130, 20-28.

Wong T. 5., Gothilf Y, Zmora N. & Zohar Y., Developmental
expression of three forms of GnRH and ontogeny of the hypo-
thalamic-pituitary-gonadal axis in gilthead seabream (Sparus
aurata). In : Chang C. F. editor, Proceedings of the Interna-
tional Symposium on Growth and Reproduction of Fish,
National Taiwan Ocean University, Taiwan, 2003, pp. 41-42.

Yoo M. S., Kang H. M., Choi H. S., Kim J. W, Troskie B. E., Mil-
lar R. P. & Kwon H. B., Molecular cloning, distribution
and pharmacological characterization of a novel gonadotro-
pin-releasing hormone ([Trp8] GnRH) in frog brain. Mol.
Cell. Endocrinol., 2000, 164, 197-204.

Yu K. L., Sherwood N. M. & Peter R. E., Differential distribution
of two molecular forms of gonadotropin-releasing hormone
in discrete brain areas of goldfish (Carassius auratus). Pep-
tides, 1988, 9,625-630.

Seance du 15 octobre 2003





