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Maladies génétiques associées aux mutations
inactivatrices des réecepteurs des gonadotrophines

es derniéres années, des progres

considérables ont été faits dans

I'identification de nouveaux
syndromes correspondant a des altéra-
tions génétiques de récepteurs inter-
venant dans la reproduction. Deux
types de mutations germinales ont été
décrits pour les récepteurs des gona-
dotrophines ainsi que pour le récep-
teur de la TSH qui appartient a la
méme famille [1-3]: des mutations
inactivatrices (pertes de fonctions) et
des mutations dites constitutives
(gains de fonctions) entrainant une
activation du récepteur méme en
I’absence d’hormone. Les mutations
inactivatrices ne s’expriment que
lorsque les deux alléles portent cha-
cun une mutation (sujet homozygote
ou hétérozygote composite) et don-
nent naissance a une pathologie a
transmission autosomique récessive
alors que les mutations activatrices
s’expriment de facon dominante a
I’état hétérozygote.
Les premiéres mutations inactiva-
trices décrites correspondaient a des
phénotypes prévisibles, liés a une
altération compléte de la fonction
des récepteurs. Ces mutations natu-
relles inactivatrices réalisent des inva-
lidations complétes naturelles de la
fonction des récepteurs et donnent
donc des informations importantes
sur le role des récepteurs dans le
développement et la différenciation
des cellules cibles. Cependant, une
caractéristique des récepteurs de
cette famille est I'existence de pertes
de fonction partielles. Nous avons
montré que c’est le cas pour le récep-
teur de la TSH [4] et pour un autre
récepteur hormonal couplé aux pro-
téines G, le récepteur de la GnRH
[5]. Ces mutations inactivatrices don-
nent naissance a toute une variété de
phénotypes différents. Bien qu’ils
soient peu fréquents, ces tableaux
partiels pourraient correspondre a
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un nombre beaucoup plus restreint
d’étiologies assurant un diagnostic
génétique plus aisé. En outre, dans le
cas des récepteurs des gonadotro-
phines certaines formes partielles
pourraient étre accessibles a un trai-
tement de I'infertilité des patients.

Mutations inactivatrices
du récepteur de la LH

Agénésie et hypoplasie

des cellules de Leydig

Les premiéres mutations inactiva-
trices du récepteur de la LH (LHR]
ont été décrites chez des sujets mas-
culins présentant un pseudoherma-
phrodisme complet (figure 1) (m/s
1995, n°5, p.774; 1996, n°6, p. 834)
[1, 6]. II s’agissait du tableau décrit
depuis longtemps d’agénésie de cel-
lules de Leydig [7]. Les patients

d’apparence féminine consultent
pour une aménorrhée primaire avec
absence de développement mam-
maire. L’élévation de la concentra-
tion de LH associée a une concentra-
tion plasmatique de testostérone
effondrée, non stimulable par I’'hCG,
oriente vers une altération fonction-
nelle du récepteur. L’histologie
conventionnelle des gonades a révélé
dans ces cas 'absence de cellules de
Leydig. Ces observations ont permis
de montrer pour la premiére fois que
le récepteur de la LH est impliqué
non seulement dans le contréle de la
fonction mais également dans le
controle de la croissance et de la dif-
férenciation des cellules de Leydig.
Cette situation rappelle celle du
récepteur de la TSH qui est impliqué
dans la croissance et la différencia-
tion du tissu thyroidien.
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Figure 1. Mutations naturelles inactivatrices du récepteur de la LH. Sont indi-
quées: des mutations ponctuelles faux sens (o), des mutations non sens (+>),
la délétion de deux résidus (ALeu608, Val609) et une délétion extracellulaire

de I'exon 8 (trait pointillé).



Chez ’homme la croissance et la dif-
férenciation des cellules de Leydig
s’effectuent en troisvagues [8] dontla
premiére semble se situer tres tot
puisque la testostérone est détectée
chez le feetus humain a la sixiéme
semaine de gestation. La premiére
vague anténatale de croissance de cel-
lules de Leydig semble étre indépen-
dante de la LH ou de ’'hCG. En effet,
chez les patients présentant une perte
de fonction du récepteur de la LH, on
observe la présence d’épididyme et de
canaux déférents. Il y a eu chez ces
patients, durant la vie anténatale, une
certaine production d’androgénes.
Cette observation est confirmée dans
un modeéle animal: en effet I'invalida-
tion du géne codant pour la sous-
unité a des hormones glycoprotéiques
hypophysaires a été réalisée chez la
souris [9]. Les souris invalidées ont
également une différenciation de
I’épididyme et des canaux déférents.
Les autres vagues de croissance et de
différenciation des cellules de Leydig
(2° mois de vie et puberté) sont, en
revanche, sous la dépendance de la
LH ou de I'hCG et sont donc altérées
en cas d’anomalie du récepteur de la
LH. Cela entraine une absence de
développement des organes génitaux
externes et un phénotype féminin.
Des phénotypes plus modérés asso-
ciés a des mutations inactivatrices du
récepteur de la LH ont ensuite été
rapportés. Il s’agissait de sujets mas-
culins présentant une insuffisance de
développement des organes génitaux
externes: micropénis associé a un
hypospadias ou a une cryptorchidie
bilatérale [10, 11]. Dans ces cas la dif-
ficulté a été de corréler les données
cliniques aux résultats histologiques
et moléculaires. L’histologie des
gonades n’a pu étre étudiée que chez
un des deux enfants et a révélé I'exis-
tence de cellules interstitielles fibro-
blastiques avec absence de cellules de
Leydig. Cette observation histolo-
gique n’était cependant pas compa-
tible avec I'aspect masculinisé du
patient. Cela montre la difficulté
d’identifier les cellules de Leydig par
les méthodes histologiques conven-
tionnelles. Ces cellules dérivent de
cellules mésenchymateuses et sont
difficiles a distinguer des fibroblastes.
Un autre enfant présentait un phéno-
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sexuelle a la naissance du fait de
mutations inactivant partiellement la
fonction du LHR [12]. Nous avons
dans ce cas développé une méthode
d’étude immunocytochimique des
gonades avec des anticorps spéci-
fiques des cellules de Leydig: anti-
corps monoclonaux dirigés contre le
récepteur de la LH, anticorps polyclo-
naux dirigés contre une enzyme de la
stéroidogeneése P450c17 spécifique de
la voie de biosynthése des andro-
genes. Cette technique a permis de
montrer clairement la présence, et de
quantifier le nombre fortement dimi-
nué de cellules de Leydig chez cet
enfant (figure 2). Cet aspect était com-
patible avec la clinique. La masculini-
sation partielle des organes génitaux
a la naissance suggere que pendant le
premier trimestre de la grossesse une
production de testostérone a eu lieu.
Cela est en accord avec le déficit par-
tiel du récepteur muté capable
d’induire une certaine stimulation de
I'adénylate cyclase pour de tres fortes
concentrations d’hCG. Pendant les
deuxiemes et troisiémes trimestres de
la grossesse se produit la croissance
des organes génitaux externes. La
diminution de la concentration
d’hCG plasmatique chez le foetus a
été responsable d’une diminution de
la stimulation et donc d’une perte de
fonction du récepteur muté, expli-
quant 'ambiguité sexuelle a la nais-
sance.

Sur le plan clinique, des altérations
fonctionnelles du récepteur de la LH
pourraient théoriquement étre asso-
ciées a tous les intermédiaires allant
du pseudohermaphrodisme masculin
jusqu’a une infertilité isolée sans ano-
malie des organes génitaux. Leur
étude dans des systemes d’expression
in vitro utilisant des cellules hétéro-
logues pourrait ne pas permettre de
mettre en évidence des altérations
fonctionnelles mineures des récep-
teurs.

Chez la femme

Chez la femme trois mutations inacti-
vatrices du récepteur de la LH ont
été rapportées [1, 2]. Dans tous les
cas il s’agissait de sceurs de sujets XY
présentant un pseudohermaphro-
disme masculin, ce qui explique que
le diagnostic ait pu étre effectué lors
de I'’enquéte familiale systématique.

Le tableau associe une aménorrhée
primaire a une concentration plas-
matique de LH élevée dissociée de
celle des gonadotrophines (FSH nor-
male). L’échographie chez ces
patientes montre |’existence
d’ovaires kystiques. La biopsie ova-
rienne effectuée dans un cas a révélé
I'existence d’'un nombre normal de
follicules avec présence de tous les
stades de développement folliculaire
jusqu’au stade antral. Le développe-
ment folliculaire, assuré par la FSH
seule, n’est donc pas perturbé. Il
existe, en revanche, une absence de
développement préovulatoire avec
absence de lutéinisation des cellules
de la granulosa.

Mutations inactivatrices
du récepteur de la FSH

Chez la femme

Le syndrome des ovaires résistants
aux gonadotrophines a une descrip-
tion ancienne. Entrent dans sa défi-
nition I'existence d’une infertilité
associée a une élévation des gonado-
trophines, la présence de follicules
ovariens et une diminution de la
réponse des ovaires a une stimulation
par des gonadotrophines exogénes.
Parmi les étiologies évoquées, une
anomalie de fonctionnement du
récepteur de la FSH a été suspectée.
Une premiére mutation du récepteur
de la FSH a été détectée dans une
population finlandaise a fort taux de
consanguinité [13, 14]. Cette muta-
tion extracellulaire entraine une
inactivation compléte du récepteur
(figure 3). Le phénotype décrit corres-
pondait a une aménorrhée primaire
associée a une élévation de la FSH
plasmatique avec développement
pubertaire variable. Ces jeunes filles
présentaient des ovaires atrophiques
comprenant des follicules primor-
diaux ou primaires mais sans déve-
loppement ultérieur. Cette affection
a été décrite comme une des mala-
dies génétiques récessives autoso-
miques les plus fréquentes en Fin-
lande (incidence 1/8300, fréquence
des hétérozygotes 1/45). La princi-
pale différence avec les femmes pré-
sentant une dysgénésie gonadique
d’étiologie inconnue était la mise en
évidence de follicules a ’examen his-
tologique des ovaires. Ce critére a
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Figure 2. Etude histologique conventionnelle et immunocytochimique du
tissu testiculaire d’un patient présentant un pseudohermaphrodisme mascu-
lin incomplet di a des mutations du récepteur de la LH. Un anticorps mono-
clonal dirigé contre le récepteur de la LH et des anticorps polyclonaux dirigés
contre la P450c17 ont été utilisés [12]. A. Etude histologique conventionnelle:
coloration a I'hématoxyline et a I'éosine d’une section de tissu testiculaire
montrant plusieurs tubes séminiféres immatures (T) et quelques cellules
interstitielles d’aspect fibroblastique (IC, grossissement x 400). B. Immuno-
marquage d’une coupe congelée avec I'anticorps monoclonal dirigé contre le
récepteur de la LH. Environ 30% des cellules interstitielles sont marquées (x
400). C. Un anticorps contréle a été utilisé sur la coupe adjacente du méme
tissu testiculaire. D. Inmunomarquage d’une coupe congelée du méme bloc
de tissu avec I'anticorps anti-P450c17. Environ 30 % des cellules interstitielles
sont marquées (grossissement x 400). E. Pour comparaison, immunomar-
quage avec un anticorps anti-P450c17 des testicules d’un patient présentant
un déficit en 17B-hydroxystéroide-deshydrogénase (la méme stimulation par
I’'hCG a été pratiquée avant castration). L'interstitium est rempli de cellules de
Leydig. T: tubes séminiferes; IC: cellules interstitielles.

donc semblé dans un premier temps
pouvoir orienter vers une anomalie
du récepteur. Cependant, depuis,
plusieurs études de femmes présen-
tant un phénotype similaire ont été
conduites dans différents pays et
aucune autre mutation du récepteur
de la FSH n’a été retrouvée. La situa-
tion décrite en Finlande est donc
particuliére et est trés probablement
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due a une forte consanguinité dans
cette population expliquant le carac-
tere unique de I'anomalie molécu-
laire détectée. Cela signifie égale-
ment que ce tableau clinique
correspond a différentes étiologies
qui sont probablement beaucoup
plus fréquentes que des anomalies
moléculaires du récepteur de la FSH.
Nous avons alors choisi d’étudier des

patientes présentant un phénotype
partiel, par analogie a la situation
décrite pour d’autres récepteurs de la
méme famille [4, 5, 10-12]. Nous
avons alors effectivement retrouvé une
double anomalie moléculaire du
récepteur de la FSH chez une femme
présentant une aménorrhée secon-
daire aprés une puberté normale [15].
Une autre différence avec le phéno-
type décrit dans la population finlan-
daise était 1'existence d’ovaires de
taille normale (contrastant avec 1I’élé-
vation des gonadotrophines). I.’exa-
men histologique a montré la pré-
sence de nombreux follicules avec un
développement folliculaire normal
jusqu’au stade antral précoce (5mm)
(figure 4). Cette observation confirme
que le début de la croissance follicu-
laire nécessite une faible stimulation
par la FSH. L’arrét de développement
folliculaire se produit avant le dévelop-
pement préovulatoire, lorsque le folli-
cule nécessite pour croitre une forte
stimulation par la FSH. L’expression
des récepteurs mutés in vitro a montré
une altération partielle de la fonction
du récepteur, en accord avec le
contexte clinique et histologique.
L’élévation importante de la LH chez
cette patiente est responsable du déve-
loppement exagéré de la theque folli-
culaire* qui peut étre délimité par
I’étude immunocytochimique des
ovaires. Cependant il existe une dimi-
nution importante de I’expression du
récepteur de la LH au niveau de la
théque lié trés probablement a un
mécanisme de régulation négative
(figure 4). Cela explique I’absence
d’hyperandrogénie observée chez
cette patiente. Récemment, nous
avons retrouvé la présence de deux
autres mutations inactivatrices du
récepteur de la FSH chez une patiente
présentant un phénotype similaire.

Il est important chez ces patientes de
pouvoir éliminer d’autres causes a
leurs troubles, comme par exemple
une ménopause précoce. En effet, on
peut espérer dans certains cas pou-
voir traiter ces patientes par de tres
fortes doses de FSH et achever le
développement folliculaire.

* Structure résultant de la différenciation du stroma
ovarien autour des follicules évolulifs.
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Figure 3. Mutations naturelles inactivatrices du récepteur de la FSH. La muta-
tion homozygote Ala189Val détectée dans la population finlandaise [14] est
indiquée par une étoile. Les autres mutations ont été détectées a I'état hété-
rozygote chez des femmes frangaises présentant un phénotype partiel [15].

Chez I’homme

L’étude de la fratrie des patientes fin-
landaises a permis de retrouver cinq
hommes homozygotes pour I'allele
muté [17]. Tous ces hommes ont eu
une puberté normale et présentaient
une diminution plus ou moins
importante du volume testiculaire, la
FSH étant nécessaire a la proliféra-
tion des cellules de Sertoli. En outre,
ils avaient des troubles variables de la
spermatogenése (pouvant aller
jusqu’a I’oligospermie extréme) et de
la fertilité, deux d’entre eux étant
fertiles (m/s 1997, n° 4, p. 584).

Les conséquences de I'inactivation du
gene de la FSHP chez la souris sont
plus importantes sur la fertilit¢ des
femelles que sur celle des males[18].
On observe chez les souris femelles un
arrét du développement folliculaire
alors que les males au gene invalidé
sont fertiles avec cependant quelques
altérations de la spermatogenése. En
outre, dans un autre modéle animal,
la souris Apg déficiente en gonadotro-
phines, il suffit d'un traitement par
androgenes seuls pour pouvoir déclen-
cher et maintenir la spermatogenése
chez les souris males [19]. I.’ensemble
de ces observations a fait suggérer
qu'une altération fonctionnelle de la

FSH ou de son récepteur n’empéche
pas la mise en route de la spermatoge-
neése mais est cependant nécessaire au
maintien d’une spermatogenése quali-
tativement normale. Une mutation de
la FSHP vient d’étre rapportée chez
I’homme [20]. Le malade présente
une virilisation incompléte, avec un
abaissement de la testostérone plasma-
tique attribuée ici a un défaut d’inter-
action fonctionnelle paracrine entre
les cellules de Sertoli, et les cellules de
Leydig. Récemment I'invalidation du
gene du récepteur de la FSH a été
effectuée chez la souris [21]. Des
résultats trés similaires sur la fertilité
des mailes et des femelles ont été obte-
nus. Il existe chez les souris males
homozygotes une diminution significa-
tive du nombre et de la mobilité des
spermatozoides ainsi qu'une augmen-
tation des formes anormales. Une alté-
ration de la texture des tubules sémi-
niféres est associée qui pourrait
provenir d’'une anomalie de la lame
basale. Chez les souris femelles invali-
dées, il existe un blocage de la matura-
tion folliculaire au stade de follicule
secondaire expliquant leur infertilité.

L’analyse d’'un nombre plus impor-
tant de patients présentant des altéra-
tions génétiques de la FSH ou de son

récepteur est donc nécessaire avant
de pouvoir conclure quant au réle du
récepteur dans la fertilité masculine.
Les conséquences dans la recherche
de nouvelles stratégies contraceptives
sont également importantes. S’il est
licite de rechercher de nouvelles
molécules antagonistes du récepteur
pour bloquer le développement folli-
culaire chez la femme, I'intérét de ce
type de molécules a visée contracep-
tive chez I'’homme reste a démontrer.
Le retentissement fonctionnel des
mutations naturelles du récepteur de la
FSH est apprécié par transfection dans
des cellules hétérologues. Il est possible
que certaines altérations fonctionnelles
ne puissent pas étre détectées dans ces
systemes. En effet, au niveau des cel-
lules de Sertoli chez I'homme, par
exemple, le récepteur de la FSH a une
expression polarisée strictement basola-
térale [22]. Une mutation altérant cet
adressage polarisé et entrainant une
localisation cellulaire apicale du récep-
teur de la FSH pourrait avoir des consé-
quences fonctionnelles importantes in
vivo alors qu’aucune anomalie fonc-
tionnelle ne pourrait étre détectée par
expression du récepteur dans les cel-
lules habituellement utilisées qui sont
des cellules non polarisées [16]. Cela
montre I'intérét qu’il y a a connaitre les
mécanismes d’adressage de ce récep-
teur et, le cas échéant, a utiliser des
modeles cellulaires adéquats avant de
conclure a I'existence d’un simple poly-
morphisme.

Conclusions

Le clonage des genes des récepteurs
des gonadotrophines a ouvert la voie a
I’étude de la pathologie génétique cor-
respondante. A I’heure actuelle tous
les phénotypes associés a des altéra-
tions moléculaires de ces récepteurs ne
sont pas encore identifiés. La descrip-
tion de ces nouvelles affections rares
est cependant importante a plusieurs
niveaux. L'infertilité des malades ayant
des altérations incomplétes de la fonc-
tion des récepteurs des gonadotro-
phines pourrait étre traitée par de
fortes doses d’hormones. Par ailleurs,
ces études nous permettent de mieux
comprendre in vivo le role de ces
récepteurs dans les différentes étapes
de la croissance et de la différenciation
des cellules cibles H
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Figure 4. Etude his-
tologique conven-
tionnelle et immu-
nocytochimique des
ovaires d’une pa-
tiente présentant
une aménorrhée se-
condaire liée a un
déficit de la fonction
du récepteur de la
FSH. A. Follicules
primordiaux et pri-
maires : histologie
conventionnelle
d‘une section de
paraffine de tissu
ovarien (grossisse-
ment x 40). Morpho-
logie et densité nor-
male des follicules.
B, C, D, E, F. Petit fol-
licule antral (0,6mm).
Détection immuno-
cytochimique de la
33-HSD (B), de la
P450c17 (C) et des
récepteurs de la FSH
(D) et de la LH (E) sur
des coupes conge-
lées. Notez (F) le
marquage important
des cellules de la
granulosa (G) avec
I'anticorps  anti-
FSHR, la tres faible
coloration de cer-
taines cellules de la
theque interne (TI)
avec l'anticorps anti
LHR et le marquage
important d’'une thé-
que interne hyper-
throphiée avec les
anticorps anti 33-
HSD et anti P450c17.
G et H. Grand folli-
cule antral (~2mm):
Il existe un immuno-
marquage avec un
anticorps anti 33-
HSD (G) et P450c17
(H). Ce follicule a
une theque interne
hypertrophiée (Tl) et
quelques cellules de
la granulosa rési-
duelles. Grossisse-
ment x 40.
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