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Contexte:	
  La	
  puberté	
  humaine	
  est	
  déclenchée	
  par	
  la	
  GnRH	
  
à	
  travers	
  l’acKvaKon	
  de	
  son	
  récepteur	
  spécifique	
  GnRHR.	
  
	
  

Objec%f:	
   Caractériser,	
   in	
   silico	
  et	
   in	
   vitro,	
   deux	
  mutaKons	
  
originales	
   de	
   GNRHR	
   retrouvées	
   chez	
   des	
   adolescentes	
  
avec	
  retard	
  pubertaire	
  et	
  gonadotrophines	
  basses.	
  

Pa%ents	
  et	
  Méthodes.	
  Les	
  analyses	
  généKques	
  familiales	
  ont	
  permis	
  
de	
  retrouver	
  chez	
  les	
  paKentes	
  les	
  mutants	
  homozygotes	
  originaux	
  c.
806C>T	
  (p.T269M)	
  et	
  c.869A>T	
  (p.Y290F).	
  
La	
  mutaKon	
  T269M	
  est	
  portée	
  par	
  deux	
  soeurs	
  à	
   l’état	
  homozygote	
  
(Fig.	
  1).	
  La	
  mutaKon	
  Y290F	
  est	
  portée	
  par	
  une	
  fille	
  avec	
  RP	
   issue	
  de	
  
parents	
  consanguins	
  à	
  l’état	
  homozygote.	
  Les	
  deux	
  acide	
  aminés	
  sont	
  
conservés	
  chez	
  les	
  mammifères.	
  
L’étude	
   de	
   binding	
   a	
   été	
   conduit	
   à	
   l’aide	
   d’un	
   ligand	
   radiomarqué	
  
Gnrh-­‐I-­‐123I.	
   La	
   voie	
   calcique	
   a	
   été	
   explorée	
   par	
   accumulaKon	
   de	
  
inositole	
   phosphate	
   (IP),	
   alors	
   que	
   la	
   voie	
   des	
   MAPK	
   à	
   travers	
  
l’exression	
  de	
  luciférase	
  couplée	
  aux	
  éléments	
  de	
  réponse	
  au	
  sérum	
  
(SRE-­‐Luc)	
  et	
  par	
  Western	
  Blots	
  des	
  phosphorylaKons	
  cible.	
  L’analyse	
  
d’expression	
   membranaire	
   a	
   été	
   réalisée	
   par	
   une	
   approche	
   de	
  
construct	
  des	
  GNRHRs	
  couplés	
  à	
  une	
   séquence	
  flag	
  et	
  détecKon	
  du	
  
signal	
  flag	
  sur	
  les	
  extraits	
  cellulaires	
  membranaires.	
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Concernant	
  le	
  deuxième	
  mutant	
  Y290F,	
  la	
  sKmulaKon	
  
par	
  la	
  GnRH	
  montrait	
  une	
  certaine	
  réponse	
  en	
  termes	
  
de	
   signalisaKon	
   aussi	
   bien	
   que	
  d’accumulaKon	
  de	
   IP	
  
(Fig.	
  2).	
  Il	
  ètait	
  capable	
  d’induire	
  une	
  faible	
  acKvaKon	
  
de	
  SRE-­‐Luc	
  et	
   la	
  phosphorylaKon	
  de	
  ERK1/2	
   (Fig.	
   3).	
  
Une	
  réducKon	
  de	
   la	
   liaison	
  de	
   la	
  GnRH	
  au	
  récepteur	
  
Y290F	
   a	
   aussi	
   été	
   retrouvée	
   (Fig.	
   2).	
   Le	
   récepteur	
  
Y290F	
   était	
   aussi	
   correctement	
   adressé	
   à	
   la	
  
membrane	
  (Fig.	
  4).	
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Figure 19 – Signaling of different GnRHRs by Western Blot.
HEK293T cells were transfected by either wild-type human GNRHR-pcDNA3.1+, 
or same doses of mutant Y290 and T269M GNRHR, or empty vector. GnRH-I 
was administered at 10 nM for five minutes, then cells were washed and lysated 
as described in Methods’ Section. This experiment was conducted four times.

GnRH5I ( ( (5 ( (+ ( ((((+ ( ((((((+ ( ( (5 ( ((((+(
Serum ( ( (5 ( ((5 ( ((((5 ( ((((((5 ( ( (+ ( ((((5(

SRE activation

-11 -10 -9 -8 -7 -6
0

1×1006

2×1006

3×1006

GnRH [log], M

lu
ci

fe
ra

se
 a

ct
iv

ity
 (a

.l.u
.) 

WT
Y290F
T269M
Vehicle

Activité SRE-Luc 

Résultats:	
   Les	
   analyses	
   «in	
   silico»	
   par	
  
les	
  logiciels	
  de	
  prédicKon	
  foncKonnelle	
  
SIFT	
   et	
   PolyPhen-­‐2	
   indiquaient	
   un	
  
probable	
   effet	
   délétère	
   avec	
   perte	
   de	
  
foncKon.	
   Une	
   analyse	
   foncKonnelle	
   in	
  
vitro	
  des	
  2	
  mutants	
  a	
  été	
  réalisée.	
  

Le	
  récepteur	
  T269M	
  présente	
  une	
  perturbaKon	
  majeure	
  
de	
   liaison	
   au	
   GnRHR	
   et	
   il	
   ètait	
   incapable	
   d’acKver	
  
accumulaKon	
  d’inositole	
  phosphate	
  (IP,Fig.	
  2)	
  

De	
   plus,	
   après	
   transfecKon	
   transitoire	
   avec	
   GnRHR	
  
T269M,	
   la	
   sKmulaKon	
   par	
   la	
   GnRH	
   était	
   incapable	
  
d’acKver	
  SRE-­‐Luc	
  ainsi	
  que	
  la	
  phosphorylaKon	
  de	
  ERK1/2	
  
(Fig.	
   3).	
   L'étude	
   de	
   localisaKon	
   subcellulaire	
   du	
  
récepteur	
   muté	
   T269M	
   a	
   montré	
   qu'il	
   était	
   capable	
  
d’être	
  adressé	
  normalement	
  à	
   la	
   surface	
  cellulaire	
   (pas	
  
de	
  "misfolding"),	
  Fig.	
  4.	
   Western Blots 

En	
   conclusion,	
   les	
   deux	
   mutaKons	
   homozygotes	
   de	
  
GNRHR	
   T269M	
   et	
   Y290F,	
   en	
   accord	
   avec	
   leur	
  
modalité	
   de	
   transmission,	
   ont	
   été	
   démontrées	
  
délétères	
   du	
  point	
   de	
   vue	
  moléculaire,	
   et	
   sont	
   donc	
  
bien	
   responsables	
  du	
  phénotype	
  observé	
  dans	
   ces	
   2	
  
familles	
  avec	
  retard	
  pubertaire.	
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