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Résumé : Cette thèse a eu pour objectif l’étude, d’un point de vue à la fois évolutif et 
physiologique, du système kisspeptine, composé des peptides Kiss et de leurs récepteurs 
Kissr. 

Nos analyses de génomes provenant d’espèces occupant des positions clés dans la 
classification des vertébrés a permis des avancées sur la compréhension de l’évolution du 
système kisspeptine. Nous avons montré, pour la première fois, l’existence de trois Kissr chez 
un téléostéen basal, l’anguille européenne, et de quatre Kissr chez un sarcoptérygien basal, le 
cœlacanthe, et un actinoptérygien non-téléostéen, le lépisostée. Ceci a porté à quatre le 
nombre de Kissr présents chez une même espèce de vertébrés. Le maximum était jusqu’alors 
de trois chez un amphibien, le xénope. Ces analyses ont aussi révélé la présence de deux Kiss, 
chez l’anguille et le lépisostée, et de trois Kiss chez le cœlacanthe. Ces résultats n’ont pas 
modifié le nombre maximal de Kiss, chez les vertébrés, qui était alors de trois chez le xénope. 
Nous avons aussi identifié de nouvelles séquences chez d’autres vertébrés. A partir de 
l’ensemble de ces séquences, nous avons proposé une nouvelle classification des familles de 
Kiss et de Kissr, basée sur des critères phylogénétiques et synténiques. De plus, les analyses 
synténiques ont montré que les quatre Kissr de vertébrés se répartissent sur un tétra-
paralogon. Il en est de même pour les trois Kiss. Ces tétra-parlogons suggèrent que la diversité 
des Kiss et des Kissr résulte des deux événements de duplication du génome (1R et 2R) 
survenus à la base des vertébrés. Des pertes de gènes ont ensuite diminué le nombre de Kiss et 
de Kissr dans les lignées de sarcoptérygiens et d’actinoptérygiens. Ces pertes ont, en 
particulier, annulé l’impact de la 3R, propre aux téléostéens, sur le nombre de ces gènes. Les 
résultats de cette thèse ont révélé des histoires évolutives complexes ayant conduit à la perte 
ou à la conservation de Kiss et de Kissr différents selon les lignées de vertébrés.  

Afin d’aborder les mécanismes évolutifs qui ont pu mener à la conservation de 
plusieurs Kiss et Kissr chez un même organisme, nous nous sommes intéressés à un modèle 
d’intérêt à la fois phylogénétique et physiologique, l’anguille européenne, dont le système 
kisspeptine est composé de deux Kiss et trois Kissr. Les analyses par PCR quantitative ont 
révélé des différences, entre les paralogues, dans leurs distributions tissulaires et leurs 
régulations pendant la maturation sexuelle. Ces variations d’expression suggèrent un rôle 
stimulateur classique de certains composants du système kisspeptine sur GnRH, et pouvant 
relayer le rétrocontrôle positif des stéroïdes sexuels lors de la maturation. L’étude de ce 
modèle a aussi apporté un éclairage nouveau sur la fonctionnalité du système kisspeptine chez 
les vertébrés, avec la découverte d’un effet inhibiteur sur l’expression de la LHβ par les 
cellules hypophysaires in vitro. Cette inhibition au niveau hypophysaire pourrait être levée 
lors de la maturation. 

En conclusion cette étude a contribué à montrer la complexité du système kisspeptine 
chez les vertébrés, tout en clarifiant la classification et l’histoire évolutive de ses composants. 
 
Mots clés : kisspeptine, évolution, phylogénie, synténie, reproduction, vertébrés, Anguilla, 
Latimeria, Lepisosteus 
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Evolution of the neuroendocrine control of the reproduction: origin and 
role of the kisspeptin system? 

 
Abstract: The aim of this thesis is the study, from both evolutionary and physiological 
approaches, of the kisspeptin system, composed of Kiss peptides and their receptors, Kissr. 
 Our analysis of genomes from vertebrate species of key phylogenetical positions, let to 
significant advances in the evolution of kisspeptin system. We showed for the first time the 
presence of three Kissr in a basal teleost, the European eel, and of four Kissr in a basal 
sarcopterygien the coelacanth, and in a non-teleost actinopterygian, the spotted gar. This led 
to up to four the number of Kissr in a given vertebrate species. Up to now, the maximum was 
three in an amphibian, the xenopus. These analyses also revealed the presence of two Kiss in 
the eel and spotted gar, and of three Kiss in the coelacanth. These results did not modify the 
maximal number of Kiss in vertebrates, which were already three in the xenopus. We also 
identified new sequences in other vertebrates. From all these sequences, we could propose a 
new classification of Kiss and Kissr families, based on phylogenetic and syntenic criteria. In 
addition syntenic analyses revealed that the four vertebrate Kissr are distributed on a tetra 
paralogon. The same situation was shown for the three Kiss. These tetra-paralogons suggest 
that the diversity of Kiss and Kissr results from the two whole genome duplication events (1R 
& 2R) that occurred in the vertebrate ancestors. Gene losses led, then, to the reduction of the 
numbers of Kiss and Kissr in the sarcopterygian and actinopterygians lineages. In particular, 
these losses suppressed the impact of the teleost-specific 3R on the current gene number. The 
results of this thesis revealed complex evolutionary histories that have resulted in the loss or 
the conservation of different Kiss and Kissr, according to vertebrate lineages. 
 In order to address the evolutionary mechanisms that may have driven the 
conservation of multiple Kiss and Kissr in a given organism, we investigated the European 
eel. This biological model is of high phylogenetic and physiological interest, and presents two 
Kiss and three Kissr. Quantitative PCR analyses revealed differences among paralogs in their 
tissue distributions and in their regulations during sexual maturation. These expression 
variations suggested a classical stimulatory role on GnRH of some kisspeptin system 
components, which could mediate the sex steroid feedback during sexual maturation. The 
study of this model also highlighted a new function of kisspeptin system in vertebrates, with 
the discovery of an inhibition of LHβ expression by pituitary cells in vitro. This inhibition at 
the pituitary level may be removed during sexual maturation.  
 In conclusion, this study contributed to illustrate the complexity of the kisspeptin 
system in vertebrates, and to clarify the classifications and the evolutionary histories of its 
components.  
 
Key words: kisspeptin, phylogeny, synteny, evolution, reproduction, vertebrate, Anguilla, 
Latimeria, Lepisosteus. 
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Principales abréviations 
 
 
1R : première duplication globale génomique survenue chez les vertébrés 

11-KT : 11-kétotestostérone 

2R : deuxième duplication globale génomique survenue chez les vertébrés 

26RFa : peptide de la famille des RFamide faisant 26 acides aminés de long. 

3R : troisième duplication globale génomique spécifique des téléostéens 

a.a. : acide aminé 

ADN : acide désoxyribonucléique 

ADNc : acide désoxyribonucléique complémentaire 

ARC : noyau arqué 

ARN : acide ribonucléique 

ARNm : acide ribonucléique messager 

AVPV : noyau antéroventral periventriculaire 

AXOR12 : code arbitraire pour le GPR54 ou récepteur aux kisspeptine humain  

C-terminale : carboxy-terminale 

CDS : coding sequence 

CG : chorionic gonadotropin 

cGnRH : chicken gonadotropin releasing hormone 

DHT : 5α-dihydrotestostérone 

E: acide glutamique 

E2 : œstradiol 

ERα : œstrogene receptor α 

ERβ : œstrogene receptor β 

F : phénylalanine 

fGRP : frog growth hormone releasing peptide 

FSH : follicle stimulating hormone 

G : glycine 

gfGPR54a : GPR54 de type a de poisson rouge 

GnIH : gonadotropin inhibitory hormone 

GnRH : gonadotropin releasing hormone 

GPCR : G protein coupled receptor 

GPR54 : G protein coupled receptor 54 
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GPR54-/- : mutation homozygote perte de fonction de GPR54 

HH : hypogonadisme hypogonadotrope 

hOT7T175 : code arbitraire pour le GPR54 ou récepteur aux kisspeptine humain 

HPG : hypothalamo-pituitary-gonade 

HPLC : high-pressure liquid chromatography 

K : lysine 

KISS : kisspeptine 

Kiss : kisspeptine 

KiSS : kisspeptine 
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Kiss1a : kisspeptine de type 1a chez le xénope 

Kiss1b : kisspeptine de type 1b chez le xénope 

Kiss1r : récepteur au Kiss1 

Kiss2 : kisspeptine de type 2 

Kissr : récepteur au kispeptine 

KO : knock out 

Kp : pepide maturé à partire du prépro-kisspeptine 

Kp1(X) : peptide maturé à partire du prépro-kisspeptine de type 1 et composé de X acides 

aminés 

Kp2(X) : peptide maturé à partire du prépro-kisspeptine de type 2 et composé de X acides 
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KRBDPx : variant X du Kiss1rb de poisson zèbre 

L : leucine 

LH : luteinizing hormone 

LPXRF : motif leucine-proline-leucine/Q-arginine-phénylalanine 

mGnRH : mammalian gonadotropin releasing hormone 

mPOA : aire pré-optique médiane  

N-terminale : amino-terminale 

NPFF : neur-peptide FF 
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NRL : noyau récessus latéral 

NVT: noyau ventralis tuberis 
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P : proline 

pb : paire de bases  

PCR : polymerase chain reaction 

POA : aire pré-optique 

PPD : proximal pars distalis 

PrRP : prolactine releasing peptide 

Q : glutamine 

QFRP : peptide homologue des 26RFa 

R : arginine 

RACE : Rapid Amplification of cDNA-ends 

RFRP : Rfamide related peptide 

TSH : thyroid stimulating hormone 

Vtg : vitellogénine  
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La nomenclature adoptée dans l’introduction générale pour les kisspeptines et leurs 

récepteurs reflète celle des auteurs originaux. En revanche, dans le chapitre 7 : Discussion 

générale et perspectives, nous utilisons les nomenclatures mises en place au cours de cette 

étude.  

 

1. La famille des peptides RFamide 

Cette famille regroupe un grand nombre de peptides dont la caractéristique commune 

est de présenter à leur extrémité carboxy-terminale (C-terminale) une arginine (R) suivie 

d’une phénylalanine (F) qui présente une fonction amide. Le premier représentant de cette 

famille, dont la séquence est FMRFamide, a été isolé par Price et Greenberg en 1979 dans un 

ganglion du mollusque Macrocallista nimbosa (Price and Greenberg, 1977). Ce très court 

peptide a été identifié comme un excitateur cardiaque chez cette espèce. Depuis, des peptides 

présentant ce même motif  RFamide carboxy-terminal ont été identifiés dans d’autres groupes 

de métazoaires (pour revue : Walker et al., 2009). 

 Chez les vertébrés, les RFamides sont communément classés en cinq groupes distincts 

(pour revue : Fukusumi et al., 2006; Tsutsui et al., 2010) (Figure 1) :  

- Les GnIH (Gonadotropin Inhibitory Hormone) ont été découverts pour leur rôle 

inhibiteur de la libération des gonadotropines chez la caille (Coturnix japonica) 

(Tsutsui et al., 2000). Ils ont été décrits par la suite chez d’autres vertébrés (pour 

revue : Tsutsui et al., 2010). Bien qu’ils n’aient pas un effet inhibiteur chez toutes les 

espèces, c’est le nom le plus couramment employé. Toutefois, la nomenclature de ces 

peptides n’est pas encore homogène et ils peuvent se cacher sous les appellations 

suivantes : RFRP (RFamide Related Peptide), NPVF (Neuro Peptide VF), fGRP (frog 

Growth hormone Releasing Peptide). Néanmoins, quelle que soit leur appellation, ils 

partagent tous le même motif carboxy-terminal LPXRFamide avec X= L ou Q.  

- Les NPFF ont été découverts pour leur rôle dans la nociception chez l’humain (Perry 

et al., 1997). Ils ont par la suite été identifiés chez de nombreux vertébrés (pour revue : 

Osugi et al., 2006). Ils sont souvent confondus avec les peptides GnIH car très proches 

structuralement et phylogénétiquement. Tous les peptides NPFF partagent le motif C-

terminal PQRFamide (pour revue : Osugi et al., 2006). 

- Les 26RFa (peptide RFamide de 26 acides aminés), ont été découverts chez un 

amphibien, Rana esculenta, pour leur rôle orexigénique (Chartrel et al., 2003).  Ces 

péptides ont également été identifiés chez d’autres vertébrés (pour revue : (Ukena et 

al., 2011)).  
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- Les PrRP (Prolactin Releasing Peptide) ont été découverts dans le cerveau humain 

pour leurs propriétés stimulatrices sur la libération de la prolactine (Hinuma et al., 

1998). Ces peptides ont été découverts chez d’autres vertébrés chez lesquels ils 

pourraient avoir de nombreux rôles (pour revue : Fukusumi et al., 2006). 

- Les KISS ou Kisspeptines qui ont fait l’objet de cette thèse seront présentés plus en 

détail.  

 

 
Figure 1 : Arbre phylogénétique non-enraciné des peptides de la famille des Rfamide. (Tsutsui et 
al., 2010) 

 

Tous ces peptides partagent également la propriété d’être considérés, du moins chez 

les vertébrés, comme des neuropeptides pouvant agir comme des neuro-hormones. En tant 

que tels, les membres de cette famille peuvent être impliqués dans toutes les fonctions du 

vivant, de la perception de stimuli internes ou environnementaux (pour revue : (Greives et al., 

2008) à la reproduction (pour revue : (Tsutsui et al., 2010) en passant par l’homéostasie 
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générale de l’organisme comme par exemple le contrôle de la prise alimentaire (pour revue : 

(Bechtold and Luckman, 2007).  

 
2. Le système kisspeptine 

2.1. Les kisspeptines 

2.1.1 Découverte et diversité des kisspeptines 

  En 1996, le groupe de D.R. Welch, implanté à Hershey en Pennsylvanie, rapporte la 

découverte d’un ARNm surexprimé dans des cellules d’une lignée de mélanome humain 

présentant une faible capacité métastasique (Lee et al., 1996). Cet ARNm, codant pour un 

peptide précurseur de 145 acides aminés, a été nommé Kiss en l’honneur de la spécialité de 

Hershey, les fameux « Hershey Chocolate Kiss ».  En 1998, West et collaborateurs identifient 

et localisent sur le chromosome 1 humain, le gène Kiss1 codant pour l’ARNm Kiss (West et 

al., 1998). En 2001, trois peptides matures sont identifiés et isolés par HPLC à partir d’extrait 

de placenta humain: Kp(54) (kisspeptine de 54 a.a.), Kp(14) (kisspeptine de 14 a.a.) et Kp(13) 

(kisspeptine de 13 a.a.) (Kotani et al., 2001; Ohtaki et al., 2001). Ces peptides matures sont 

issus du clivage enzymatique du prépro-kisspeptine de 145 a.a. Le plus long des trois peptides 

(Kp(54)) correspond à la métastine, peptide impliqué dans l’effet anti-métastasique sur les 

cellules de certains cancers (Ohtaki et al., 2001). De plus, il a été montré, en système 

hétérologue, que le Kp(10) (kisspeptine de 10 a.a. commun aux Kp(54), Kp(14) et Kp(13)) se 

lie de manière plus spécifique au récepteur des kisspeptines et entraine une plus forte réponse 

que les kisspeptines plus longs (Kotani et al., 2001; Ohtaki et al., 2001).  Depuis 1996, le gène 

Kiss1 ou ses produits ont été identifiés chez un grand nombre d’espèces appartenant à 

différents phyla de mammifères (pour revues : Lee et al., 2009; Tsutsui et al., 2010; Um et al., 

2010). Il a fallu attendre 2008 pour que le premier Kiss1 soit identifié chez un vertébré non-

mammifère, le poisson zèbre (Danio rerio) (Kanda et al., 2008; van Aerle et al., 2008), 

marquant ainsi le début de l’étude de ce gène chez des espèces non-mammaliennes (pour 

revues : Lee et al., 2009; Tena-Sempere et al., 2012; Tsutsui et al., 2010; Um et al., 2010).  

En 2009, Felip et collaborateurs clonent deux ARNm codant pour deux Kiss différents 

chez un téléostéen, le loup de mer (Dicentrarchus labrax). L’un des deux ARNm a gardé la 

dénomination Kiss1 en raison du degré de similarité élevé qui existe entre sa séquence de 

Kp(10) et celles des séquences de mammifères déjà décrites. Le second ARNm a pris 

l’appellation de Kiss2. La même année, trois ARNm codant pour trois prépro-kisspeptines 

différents sont clonés chez le xénope (Xenopus tropicalis : Kiss1a, Kiss1b et Kiss2) (Lee et 
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al., 2009). Jusqu’à maintenant, le xénope était l’espèce présentant la plus grande diversité de 

Kiss. Toutefois, l’existence de deux gènes codant pour différents kisspeptines a été mise en 

évidence chez le poisson zèbre (Kitahashi et al., 2009), le médaka (Oryzias latipes) (Kitahashi 

et al., 2009), le poisson rouge (Carasius auratus) (Li et al., 2009), la chimère (Callorhinchus 

milii) (Lee et al., 2009), la lamproie marine (Petromyson marinus) (Lee et al., 2009) et 

l’ornithorynque (Ornithorhynchus anatinus) (Lee et al., 2009). Ce dernier est le seul 

mammifère chez qui deux gènes ont été identifiés. Certaines espèces comme le lézard (Anolis 

carolinensis), le fugu (Takifugu rubripes), le poisson globe (Tetraodon nigroviridis) ou 

l’épinoche (Gasterosteus aculeatus) ne présentent dans leur génome que le Kiss2 (pour 

revue : Tena-Sempere et al., 2012). A ce jour, aucun Kiss n’a été trouvé dans la lignée des 

oiseaux (pour revues : Akazome et al., 2010; Lee et al., 2009; Tena-Sempere et al., 2012; Um 

et al., 2010). 

 

2.1.2. Structure des kisspeptines 

a. Les gènes codant les kisspeptines 

Les gènes Kiss partagent la même structure. En effet, leur region codante (CDS) est 

répartie sur deux exons (Figure 2). Le premier exon code principalement pour le peptide 

signal alors que le second exon code pour le reste du prépro-kisspeptine incluant la séquence 

codant pour les différents peptides matures (pour revue : Tena-Sempere et al., 2012). Les 

tailles respectives des deux exons dépendent du type de Kiss et de l’espèce dont ils 

proviennent, mais généralement le CDS fait entre 300 et 480 nucléotides. Le CDS code donc 

pour une protéine comprise entre 100 et 160 a.a.. 

 

 
Figure 2 : Schéma général des principales étapes menant du gène Kiss jusqu’au décapeptide 
actif. SP : signal peptide ; UTR : un-translated region ; CDS : coding sequence ; Kp : peptide 
kisspeptine. 
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b. Structure primaire des peptides 

 Les prépro-kisspeptine-1 partagent, entre les espèces, de 12 à 81% d’identité. Ces 

pourcentages varient de 9 à 82% d’identité pour les prépro-kisspeptine-2. Quant aux 

pourcentages d’identité d’un type de prépro-kisspeptine par rapport à l’autre, leurs valeurs 

s’échelonnent de 7% à 16% (pour revue : Tena-Sempere et al., 2012). Ces faibles 

pourcentages reflètent l’hypervariabilité interspécifique et intergénique des précurseurs des 

kisspeptines, à l’exception des séquences codant pour les décapeptides matures, Kp(10). En 

effet, les Kp1(10) partagent entre eux de 70 à 100% d’identité. Les mêmes pourcentages sont 

retrouvés entre les Kp2(10). Lorsqu’on compare les Kp1(10) aux Kp2(10), on observe de 60 à 

90% d’identité. 

Les précurseurs des kisspeptines sont maturés par clivages enzymatiques successifs 

(Figure 2), vraisemblablement réalisés par des prohormones convertases comme par exemple 

des furines  (Kotani et al., 2001) ou les prohormones convertases 1/3 ou 2 (pour revue : 

Seidah, 2011). En C-terminal juste après le motif RF, ils présentent un site de clivage très 

conservé chez les neuropeptides de vertébrés, qui est constitué d’une glycine (G) et d’un ou 

deux acides aminés alcalin, une lysine (K) et/ou bien une arginine (R) (pour revue : Seidah, 

2011). Les différents sites de clivage en N-terminal sont constitués d’un ou plusieurs acides 

aminés alcalins (R ou K) (pour revue : Seidah, 2011). Tous les précurseurs de Kiss2 de 

téléostéens présentent une arginine en position 13 à partir du motif RF-amide, ce qui semble 

indiquer l’existence d’un peptide mature de 12 a.a., Kp2(12) (Zmora et al., 2012). Chez le 

xénope, dont le prépro-kisspeptine-2 présente une arginine 13 a.a. en amont de son motif RF-

amide, un Kp2(12) a été isolé par HPLC (Lee et al., 2009). En ce qui concerne les précurseurs 

des Kiss1, il y a conservation d’un acide aminé alcalin en position 16 à partir du motif RF-

amide chez la plupart des mammifères et des téléostéens, ce qui semble indiquer l’existence 

d’un Kp1(15) chez ces espèces (Zmora et al., 2012). De plus, les Kp1(15) potentiels des 

mammifères présentent en N-terminal un acide glutamique (E) qui subirait une 

pyroglutamilation qui augmenterait l’affinité de Kp1(15) pour le récepteur Kissr, comme l’a 

montré Lee et al (2009). Cependant, la séquence des Kp(10) est considérée comme la 

séquence naturelle minimale permettant la fixation spécifique au récepteur, GPR54/Kissr 

(Kotani et al., 2001). Ceci permettrait d’expliquer la haute conservation de ces séquences au 

travers des vertébrés.   
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c. Structure tertiaire du decapeptide Kp(10) 

 Les études pharmacologiques des kisspeptines se sont principalement focalisées sur 

l’étude des propriétés d’interaction entre les Kp(10) et leurs récepteurs. La recherche 

d’agonistes  plus puissants aux kisspeptines a mené certaines équipes à substituer aux acides 

aminés de Kp(10) d’autres acides aminés, position par position (Curtis et al., 2010; Gutiérrez-

Pascual et al., 2009; Niida et al., 2006). De cette manière, plusieurs publications ont mis en 

évidence des acides aminés-clés dans la reconnaissance du peptide par le récepteur (rat, Ratus 

norvegicus : Gutiérrez-Pascual et al., 2009 ; humain, Homo sapiens : Curtis et al., 2010). 

Ainsi, chez l’humain et le rat, les positions 4, 6 et 10 du Kp(10) semblent jouer un rôle 

critique dans ce processus. En effet, le Kp(10) présente, du moins chez le rat, une 

conformation hélicoïdale, mélange entre une hélice-α et une hélice-310 (Gutiérrez-Pascual et 

al., 2009). La substitution des acides aminés aux positions 4, 6 ou 10 entraine une perturbation 

de cette conformation et le Kp(10) n’est plus reconnu correctement par son récepteur 

(Gutiérrez-Pascual et al., 2009). 

 

2.1.3. Localisation des kisspeptines 

 La localisation des produits des gènes codant pour les kisspeptines a été étudiée chez 

les mammifères, certains téléostéens et le xénope. A l’origine, les produits du gène Kiss1 ont 

été purifiés par HPLC, à partir d’extraits de placenta humain (Kotani et al., 2001; Ohtaki et 

al., 2001). De plus, des approches par PCR quantitative ont permis de mesurer l’expression de 

Kiss1 au niveau du placenta, du petit intestin, des testicules, du pancréas, de la rate, des reins 

et du foie chez l’humain (Muir et al., 2001; Ohtaki et al., 2001). L’expression du transcrit de 

Kiss1 au niveau du placenta, des reins et du pancréas a également été confirmée par Western 

blot (Lee et al., 1996). Chez la souris (Mus musculus), l’expression de Kiss1 à aussi été 

localisée par hybridation in situ dans les cellules α et β des ilôts de Langerhans (Hauge-Evans 

et al., 2006).  

Au niveau cérébral, plusieurs études se sont appliquées à la cartographie précise des 

noyaux exprimant kisspeptine par des approches d’hybridation in situ et d’immuno-

histochimie. Chez les mammifères, l’expression de Kiss1 a été détectée dans plusieurs 

populations de neurones de l’hypothalamus (pour revue : Mikkelsen and Simonneaux, 2009). 

Néanmoins, les répartitions de ces populations diffèrent en fonction des espèces. Toutes les 

espèces mammaliennes étudiées jusqu’à maintenant présentent des neurones à Kiss1 dans le 

noyau arqué (ARC) (Franceschini et al., 2006; Gottsch et al., 2004; Kinoshita et al., 2005; 

Revel et al., 2006; Rometo et al., 2007; Smith et al., 2006). Chez les rongeurs, des neurones 
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exprimant Kiss1 ont également été localisés dans le noyau antéroventral périventriculaire 

(AVPV) (Gottsch et al., 2004; Kinoshita et al., 2005; Revel et al., 2006; Smith et al., 2006), 

alors que chez les primates (Rometo et al., 2007) et le mouton (Ovis aries) (Franceschini et 

al., 2006), l’expression de Kiss1 dans ce noyau est beaucoup moins fréquente. De plus, des 

fibres neuronales immunoréactives à Kiss1 ont été localisées dans l’aire pré-optique (POA) à 

proximité de neurones à GnRH chez le rat (Kinoshita et al., 2005) et la souris (Clarkson and 

Herbison, 2006). 

Jusqu’à maintenant, le xénope est le seul amphibien chez qui la distribution tissulaire 

des Kiss a été réalisée (Lee et al., 2009). Kiss1a, Kiss1b et Kiss2 sont tous les trois exprimés 

dans le cerveau, les testicules, le cœur, et le foie. Kiss1a et Kiss1b sont également présents 

dans les poumons, l’intestin et l’œil. Kiss1a et Kiss2 sont également exprimés dans les reins. 

Chez les téléostéens, les distributions des transcrits des gènes Kiss1 et Kiss2 ont été 

principalement étudiées par une approche de PCR classique. Globalement, Kiss1 et Kiss2 sont 

majoritairement exprimés dans le cerveau des différentes espèces étudiées quels que soit le 

sexe ou le stade des individus considérés (medaka : Felip et al., 2009; Kanda et al., 2008; 

Kitahashi et al., 2009 ; poisson zèbre : Biran et al., 2008; Felip et al., 2009; Kitahashi et al., 

2009; van Aerle et al., 2008 ; loup de mer: Felip et al., 2009). Récemment, plusieurs études 

ont rapporté la cartographie des neurones exprimant les kisspeptines chez plusieurs espèces 

des téléostéens (pour revue : Ogawa et Parhar, 2012). Chez le médaka, les neurones exprimant 

Kiss1 sont localisés dans le noyau ventralis tuberis (NVT), le noyau posterioris 

periventricularis (NPPv) et l’habenula (Kanda et al., 2008; Kitahashi et al., 2009) alors que 

les neurones exprimant Kiss2 se retrouvent dans l’hypothalamus périventriculaire (Kitahashi 

et al., 2009). Chez le poisson zèbre, les neurones exprimant Kiss1 se retrouvent dans 

l’habenula et le l’hypothalamus périventriculaire alors que les neurones à Kiss2 sont localisés 

dans le noyau tubérale postérieur, le noyau periventriculaire et la POA (Servili et al., 2011). 

Chez le loup de mer, les neurones à Kiss1 se répartissent dans l’habenula et dans 

l’hypothalamus rostral médian alors que les neurones exprimant Kiss2 sont situés dans 

l’hypothalamus dorsal et la POA (Escobar et al., 2012). Chez le bar rayé (Morone saxatilis), 

Kiss1 et Kiss2 sont co-exprimés par des neurones du noyau récessus latéral (NRL) (Zmora et 

al., 2012). Le poisson globe, qui ne possède que le gène de Kiss2, présente des neurones à 

Kiss2 au niveau de l’hypothalamus périventriculaire et de la POA. L’expression des Kiss à 

l’échelle neuroanatomique semble donc très variable selon les espèces de téléostéens étudiées. 

La comparaison des profils d’expression de Kiss1 et Kiss2 dans les organes 

périphériques chez le poisson zèbre, le medaka et le loup de mer a révélé des profils différents 
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pour les deux Kiss selon l’espèce, le stade et le sexe des individus considérés (Felip et al., 

2009). Chez le poisson zèbre, Kiss1 est exprimé au niveau des gonades, de l’intestin, du tissu 

adipeux et de la peau pour les deux sexes, ainsi qu’au niveau  du muscle chez la femelle 

(Felip et al., 2009; Kitahashi et al., 2009; van Aerle et al., 2008). Chez cette  espèce, Kiss2 est 

quant à lui exprimé dans l’hypophyse, l’intestin et les ovaires (Felip et al., 2009; Kitahashi et 

al., 2009). Chez le médaka, Kiss1 est exprimé au niveau des gonades, de l’estomac et de l’œil 

pour les deux sexes, ainsi qu’au niveau de la peau chez le mâle (Felip et al., 2009; Kanda et 

al., 2008). Chez le médaka mâle, Kiss2 est exprimé dans les intestins, le cœur, l’œil et la peau 

alors que chez la femelle il est exprimé dans les ovaires et les branchies. Chez le poisson 

rouge, Kiss1 et Kiss2 s’expriment dans l’hypophyse, les gonades, les reins, les branchies, 

l’intestin et le tissu adipeux (Li et al., 2009; Yang et al., 2010). Kiss1 s’exprime également 

dans le foie et la rate (Yang et al., 2010) alors que Kiss2 s’exprime dans le cœur (Li et al., 

2009). Chez le loup de mer, Kiss1 et Kiss2 s’expriment au niveau des gonades quel que soit le 

stade ou le sexe des individus (Felip et al., 2009). Les mâles juvéniles présentent également 

une forte expression de Kiss1 au niveau du cœur (Felip et al., 2009). Chez le poisson globe 

qui ne présente que Kiss2, ce gène s’exprime dans l’hypophyse, l’œil, les gonades, le foie, la 

rate et les reins (Shahjahan et al., 2010).   

Bien que les différents kisspeptines semblent tous être exprimés dans le cerveau 

quelque soit l’espèce de vertébré, leurs répartitions dans les noyaux cérébraux ainsi que leurs 

répartitions dans les organes périphériques sont dépendantes de l’espèce, du sexe et du stade 

de développement des individus étudiés.  

 

2.2. Récepteurs aux kisspeptines 

2.2.1. Découverte et diversité des récepteurs à la kisspeptine 

En 1999, indépendamment de la découverte de Kiss1, Lee et collaborateurs ont cloné 

chez le rat un gène codant pour un nouveau récepteur couplé aux protéines G (GPCR pour G-

Protein-Coupled-Receptor), GPR54. Par la suite, l’orthologue de GPR54 a été cloné chez 

l’humain et nommé arbitrairement AXOR12 (Muir et al., 2001) ou hOT7T175 (pour human 

OT7T175 ; Ohtaki et al., 2001). Malgré un fort pourcentage de similarité avec les récepteurs à 

la galanine, il a été montré que GPR54 (AXOR12, hOT7T175) ne lie pas la galanine. Il a 

donc été considéré comme récepteur orphelin jusqu’en 2001 lorsque Kotani et collaborateurs 

identifient les kisspeptines comme ses ligands spécifiques. Par la suite, GPR54 a pris 

l’appellation de « kisspeptin receptor », Kiss1r/KISS1r (ou Kissr). Depuis sa découverte chez 

le rat et l’humain, il a été étudié chez de nombreux autres mammifères (pour revue : 
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(Akazome et al., 2010; Kim et al., 2012; Lee et al., 2009; Um et al., 2010). Il a fallu attendre 

2004 pour qu’un premier récepteur aux kisspeptines soit identifié chez un vertébré non 

mammifère, le tilapia, Oreochromis niloticus (Parhar et al., 2004), marquant ainsi le début de 

l’étude de ce gène chez des espèces non mammaliennes (pour revue : Akazome et al., 2010; 

Lee et al., 2009; Tena-Sempere et al., 2012; Um et al., 2010). 

De plus, en 2008, un deuxième Kissr est cloné chez le poisson zèbre (Biran et al., 

2008). Ce clonage a été suivi par la découverte d’un deuxième Kissr chez d’autres espèces de 

téléostéens comme le médaka (Lee et al., 2009), le poisson rouge (Li et al., 2009) et le bar 

rayé (Zmora et al., 2012). En 2009, Lee et collaborateurs ont cloné trois Kissr chez le xénope, 

i.e. xtGPR54-1a, xtGPR54-1b et xtGPR54-2. Comme pour les Kiss, le xénope était l’espèce 

présentant la plus grande diversité de GPR54/Kissr. Jusque là, aucun Kissr n’a été trouvé dans 

la lignée des oiseaux, ce qui renforce l’hypothèse d’une perte totale du sytème kisspeptine 

dans cette lignée de vertébrés (pour revues : Akazome et al., 2010; Lee et al., 2009; Tena-

Sempere et al., 2012; Um et al., 2010). 

A l’heure actuelle, la classification et la dénomination des différents GPR54/Kissr 

restent très complexes, reflétant ainsi l’ambigüité des liens phylogénétiques entre les 

différents récepteurs. 

 

2.2.2. Structure des récepteurs à la kisspeptine 

a. Les gènes codant pour les Kissr 

 Les gènes codant pour les Kissr présentent une structure conservée de cinq exons et 

quatre introns (pour revue : Tena-Sempere et al., 2012) (Figure 3). Les tailles des exon-2 (125 

pb), exon-3 (136 pb) et exon-4 (239 pb) semblent être conservées chez les vertébrés. Seules 

les tailles des exons 1 et 5, codant respectivement les extrémités N- et C-terminales du 

récepteur, semblent varier selon les espèces et les types de récepteurs.  

 

 
Figure 3 : Schéma de la structure nucléotidique générale du gène Kissr et de son transcrit. 
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 Plusieurs épissages alternatifs ont été observés chez des téléostéens. Chez la sole 

sénégalaise (Solea senegalensis) qui ne présente qu’un gène codant pour Kissr, deux 

isoformes du transcrit de Kissr ont été clonées (Mechaly et al., 2009). Le premier transcrit 

présente une organisation classique comprenant les séquences des cinq exons à la suite alors 

que la séquence du deuxième transcrit correspond à la rétention de l’intron III (entre les exons 

3 et 4) en plus des cinq exons. Cet intron de 81 a.a. n’entraine pas de changement de cadre de 

lecture, mais l’apparition précoce d’un codon stop qui se traduirait par un récepteur tronqué et 

non fonctionnel. Toutefois, selon les auteurs de l’étude, l’expression de ce récepteur tronqué 

pourrait permettre de réguler le système kisspeptine. Récemment, une étude a montré 

l’existence de quatre variants (nommés de KRBDP1 à KRBDP4) du transcrit de Kiss1rb chez 

le poisson zèbre, en plus de la forme classique (Kiss1rb) (Onuma and Duan, 2012). Ces 

variants correspondent à des délétions d’un ou plusieurs exons conduisant à des formes 

tronquées du récepteur. Parmi ces formes, KRBDP3 est localisée au niveau du noyau de la 

lignée cellulaire COS-7 ainsi que des noyaux de cellules embryonnaires. De plus, KRBDP3 

présenterait une activité de transactivation en réponse à une stimulation par les Kp1(10) et 

Kp2(10) de poisson zèbre (Onuma and Duan, 2012). 

 

b. Les récepteurs 

 

 
Figure 4 : Schéma de la structure tridimensionnelle de 
Kissr. TM : domaines transmembranaires ; α, β et γ : sous 
unité de la protéine G associée à Kissr. 

 

 En tant que GPCR membres de la famille des récepteurs à la rhodopsine, les Kissr 

présentent sept domaines transmembranaires (Figure 4) et trois sites de glycosylations à leurs 

extrémités N-terminales (Kotani et al., 2001; Moon et al., 2009; Muir et al., 2001; Nocillado 

et al., 2007). La taille des récepteurs s’échelonne entre 270 a.a. et 400 a.a. (pour revue : Lee et 
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al., 2009). La présence d’une cystéine conservée dans le domaine extracellulaire 2 et d’une 

autre dans le domaine extracellulaire 3 semble indiquer l’établissement d’un pont disulfure 

entre ces deux domaines communs aux GPCR (Nikiforovich et al., 2010). En tant que GPCR, 

Kissr est couplé à une protéine G et il a été montré que chez les mammifères Kiss1r était 

couplé à une protéine Gq/11 (pour revue : Gottsch et al., 2006). Jusqu’à présent, les protéines 

G couplées aux récepteurs de téléostéens n’ont pas été identifiées (pour revue : Tena-Sempere 

et al., 2012).  

 

2.2.3. Localisation des récepteurs à la kisspeptine 

Chez le rat, l’expression de GPR54 a été observée dans différentes régions du cerveau 

(cerveau moyen, thalamus, hypothalamus, hippocampus, amygdala, cortex, cortex frontal et 

striatum), ainsi que dans le foie et l’intestin (Lee et al., 1999). Chez l’homme, Kiss1r est très 

exprimé dans le placenta, le cerveau, l’hypophyse, le pancréas et la moelle épinière (Kotani et 

al., 2001; Muir et al., 2001; Ohtaki et al., 2001). 

Chez l’amphibien Xenopus laevis, les trois récepteurs présents sont tous détectés dans 

le cerveau et différentiellement dans les tissus périphériques (Lee et al., 2009). Les ARNm de 

xtGPR54-1a sont présents dans le cerveau antérieur, l’hypophyse, les testicules et l’intestin. 

Les ARNm de xtGPR54-1b sont trouvés dans le cerveau antérieur, le cerveau médian, les 

testicules et le foie et ceux de xtGPR54-2 sont exprimés dans le cerveau antérieur, 

l’hypophyse et le cœur. 

Chez le tilapia, GPR54 est principalement exprimé dans le cerveau (Martinez-Chavez 

et al., 2008). Dans l’hypophyse, son expression est plus faible et proche de la limite de 

détection dans le cœur, le rein, le foie, les gonades et le muscle (Martinez-Chavez et al., 

2008). Chez l’espèce Pimephales promelas, l’expression de kiss1r est observée seulement 

dans le cerveau et les gonades (Filby et al., 2008). Chez le poisson globe, kiss1r est très 

exprimé dans le télencéphale, le diencéphale, l’optic tectum, la rétine, l’hypophyse et les 

gonades, alors que de faibles niveaux sont détectés dans le cerebellum et la medulla oblongata 

(Shahjahan et al., 2010). Chez le poisson zèbre et le poisson rouge, qui possèdent chacun deux 

Kissr, une distribution tissulaire comparée a pu être entreprise. Chez le poisson zèbre, les 

deux types de récepteurs sont fortement exprimés dans toutes les parties du cerveau (Biran et 

al., 2008). Cependant, ils différent dans leurs niveaux d’expression en dehors du cerveau : 

seul kiss1rb est très exprimé dans la rate, les branchies, le rein, l’intestin, le pancréas, le tissu 

adipeux et l’hypophyse, alors que kiss1ra est observé dans les gonades (Biran et al., 2008). 

Chez le poisson rouge, de fortes expressions de gfGPR54a et gfGPR54b ont pu être détectées 
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dans les différentes régions cérébrales (télencéphale, optic tectum, thalamus, cerebellum, 

medulla oblongata et hypothalamus) (Li et al., 2009). Dans les tissus périphériques, 

gfGPR54a est seulement exprimé dans les gonades et le tissu adipeux, alors que gfGPR54b est 

détecté dans tous les tissus périphériques étudiés (foie, intestin, tissu adipeux, branchie, coeur, 

rein, ovaire, testicule) (Li et al., 2009).  

Au niveau cérébral, l’expression du récepteur aux kisspeptines par des neurones à 

GnRH a été observée pour la première fois  chez le tilapia, grâce à une technique de micro-

dissection laser (Parhar et al., 2004). Ces neurones provenaient notamment de l’aire 

préoptique, la partie caudale des bulbes olfactifs et du mésencéphale. Depuis cette découverte 

historique, peu d’études se sont intéressées à l’étude de la neuroanatomie de l’expression des 

Kissr de téléostéens. Néanmoins, chez le poisson zèbre, les neurones exprimant Kiss1r sont 

principalement localisés dans la partie ventro-médiane de l’habénula où sont également 

localisés des neurones à Kiss1 (Servili et al., 2011). Les neurones exprimant Kiss2r sont en 

revanche présents dans de nombreux noyaux cérébraux concentrés dans la partie antérieur du 

cerveau de poisson zèbre (Servili et al., 2011). Chez le bar rayé qui possède également deux 

récepteurs, gpr54-1 et gpr54-2, l’expression de gpr54-1 a été observée à proximité des 

neurones à GnRH1 dans la POA et gpr54-2 a été trouvé exprimé dans ces mêmes neurones. 

L’expression  de gpr54-2 a également été recensée dans un grand nombre de noyaux de 

l’hypothalamus de cette espèce (Zmora et al., 2012). 

La répartition de l’expression des récepteurs aux kisspeptines semble être dépendante 

de l’espèce étudiée. De plus, leurs larges répartitions dans le cerveau et les organes 

périphériques semblent indiquer un grand nombre de cibles pour le système kisspeptine et 

autant d’implications dans des fonctions variées.  

 

3. Rôles du système kisspeptine 

3.1. Rôles divers du système kisspeptine  

3.1.1. Suppression des métastases  

L’ARNm du kisspeptine a été identifié dans une lignée de cellules cancéreuses 

humaines aux capacités métastasiques réduites. A partir de cette lignée,  Lee et collaborateurs 

ont pu isoler un nouveau cDNA qu’ils ont nommé KiSS-1, avec deux S majuscules qui 

signifient « Suppressor Sequence ». En effet, la transfection de ce cDNA dans des cellules de 

mélanomes C8161 supprime la survenue de métastases (Lee et al., 1996; Lee and Welch, 

1997a). De même, la transfection du gène KiSS-1 dans la lignée cellulaire humaine de 

carcinomes du sein (MDA-MB-435) réduit le potentiel métastasique de 95%, mais ne 
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supprime pas la tumorigénicité (Lee and Welch, 1997b). En 2001, deux études en parallèle 

ont montré que les produits de KiSS-1, Kp(10) et Kp(54) ou métastine, inhibent in vitro 

l’invasion des métastases en diminuant la mobilité des cellules cancéreuses (Hori et al., 2001; 

Ohtaki et al., 2001) ou en les empêchant de se fixer dans un nouvel environnement (Ohtaki et 

al., 2001).  

De plus, une diminution de l’expression de kisspeptine a été observée dans les tumeurs 

primaires et métastasiques parmi une large variété de cancers (cancer de la vessie ; cancer du 

sein ; carcinome du trophoblaste, carcinome de l’endomètre, carcinome de l’œsophage, 

carcinome gastrique, mélanome, ostéosarcome, cancer de l’ovaire, cancer du pancréas; pour 

revue : Mead et al., 2007b). Une corrélation inverse entre le stade d’avancement des tumeurs 

et le taux d’expression de Kp(54) a été établie. L’expression de Kissr est également diminuée 

dans plusieurs type de cancers dont certains carcinomes (pour revue : Mead et al., 2007b). 

 

3.1.2. Répression de l’invasion du trophoblaste chez les mammifères  

Chez les mammifères, le trophoblaste est présent au tout début du développement 

embryonnaire. Au cours du premier trimestre de gestation, le trophoblaste est un tissue invasif 

qui permet à l’embryon de se fixer à la muqueuse utérine en réalisant notamment la nidation 

de l'œuf. Dès la première semaine, le trophoblaste assure un rôle nourricier de l'embryon 

jusqu’au troisième mois où il prend le nom de placenta.  

Les premiers kisspeptines matures (Kp(54), Kp(13) et Kp(14)) ont été isolés à partir 

d’extraits de placentas humains (Kotani et al., 2001; Ohtaki et al., 2001). Par la suite, grâce à 

des approches de PCR quantitative et de puce à ADN, les expressions de Kiss-1 et de son 

récepteur ont été notamment localisées à l’interface foeto-maternel, au niveau du placenta et 

plus précocement au niveau du trophoblaste (Bilban et al., 2004; Janneau et al., 2002). Cela 

semble également indiquer un rôle du système kisspeptine en rapport avec le placenta au 

cours de la grossesse. De plus, les concentrations circulantes de kisspeptine augmentent au 

cours de la grossesse : de 940 fois au premier trimestre et jusqu’à 7000 fois au troisième 

trimestre (Horikoshi et al., 2003). Les concentrations reviennent à leur niveau d’avant 

grossesse 5 jours après l’accouchement, ce qui désigne le placenta comme source de 

kisspeptine.  

De fortes expressions de KiSS-1 et KISS-1R sont détectées dans les trophoblastes 

pendant la période d’invasion la plus intense, c’est-à-dire au premier trimestre de la grossesse. 

In vitro, Kp(10), mais pas Kp(13), Kp(14) et Kp(54), inhibe la migration et l’invasion des 

cellules du trophoblaste (Bilban et al., 2004). Le Kp(10) est également capable de réduire la 
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croissance et l’invasion d’explants de trophoblaste en culture, mais il n’affecte pas leur 

prolifération (Hiden et al., 2007). Ainsi de manière comparable à son rôle antimétastasique, 

kisspeptin permet de limiter l’invasion du trophoblaste ce qui en retour assure une 

placentation normale lors de la grossesse. 

Les kisspeptines pourraient aussi avoir un rôle au moment de l’accouchement, car 

l’expression de Kiss1 est plus forte dans des placentas d’accouchement avant terme qu’à 

terme (Torricelli et al., 2008). 

Chez le rat, les transcrits de KiSS-1 et de Kissr sont détectés dans les cellules géantes 

du trophoblaste au jour 12,5 embryonnaire, quand l’invasion est à son maximum (Terao et al., 

2004). Pendant la maturation du placenta, les taux d’expression de ces deux transcrits 

déclinent graduellement jusqu’au jour 18,5 où ils ne sont plus détectables (Hiden et al., 2007). 

 

3.1.3. Autres rôles 

 Etant donné la large répartition des expressions des Kiss et des Kissr chez les 

différents organismes, on peut attendre une grande variété de rôles dans lesquels pourrait être 

impliqué le système kisspeptine. 

 

a. Rôle dans le pancréas 

Les expressions de Kiss1 et de son récepteur on été détectées dans le pancréas, chez 

l’humain (Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001; Ohtaki et al., 2001), et plus précisément au 

niveau des cellules α et β des ilôts de Langerhans (Hauge-Evans et al., 2006). Au niveau 

fonctionnel, des études contradictoires montrent un effet inhibiteur (Hauge-Evans et al., 2006; 

Silvestre et al., 2008; Vikman and Ahrén, 2009) ou stimulateur (Bowe et al., 2012; Bowe et 

al., 2009) de kisspeptine sur la sécrétion d’insuline basale ou stimulée par du glucose. Par 

conséquent, le système kisspeptine pourrait être impliqué dans des pathologies liées au 

diabète (Panidis et al., 2006).  

Aucune étude n’a été menée sur le sujet chez les téléostéens bien que l’expression de 

Kiss1rb ait été détectée dans le pancréas de poisson zèbre (Biran et al., 2008). 

 

b.  Rôle cardiovasculaire  

Etant donné que le diabète est très souvent associé à des pathologies cardiovasculaires 

et que les tumeurs métastasiques ou l’invasion du trophoblaste sont deux processus 

impliquant une angiogénèse, Mead et al (2007) ont émis l’hypothèse que les kisspeptines 

pourraient être impliqués dans le système cardio-vasculaire. Chez l’homme, Kiss1 et Kiss1r 
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sont exprimés dans la musculature lisse associée à l’aorte, l’artère coronaire et la veine 

ombilicale (Mead et al., 2007a). De plus, Kp(10), Kp(13) et Kp(14) ont un effet 

vasoconstricteur sur des anneaux isolés d’artère coronaire et de veines ombilicales humaines 

(Mead et al., 2007a). Une distribution cardiovasculaire de la présence de Kiss1r a été faite 

chez l’homme et les rongeurs. Cette étude a montré une immunoréactivité dans des myocytes, 

des cellules des muscles lisses et dans des cellules endothéliales de vaisseaux sanguins 

intramyocardiaques (Maguire et al., 2011). Par ailleurs, deux rôles vasoactifs de Kp(10) ont 

été observés chez la souris (Sawyer et al., 2011). 

Les effets du système kisspeptine n’ont jamais été étudiés chez d’autres groupes que 

les mammifères bien que Kiss2 soit exprimé dans le cœur du médaka (Felip et al., 2009), 

Kiss2 et gfGPR54b soient exprimés dans le cœur du poisson rouge (Li et al., 2009) et que les 

trois Kiss et xtGPR54-2 soient également exprimés dans le cœur du xénope (Lee et al., 2009).  

 

3.2. Rôle dans le contrôle neuroendocrinien de la reproduction 

3.2.1. L’axe cerveau-hypophyse-gonade 

 Chez les vertébrés, le contrôle de la reproduction est assuré par l’axe cerveau-

hypophyse-gonade (pour revues : (Charlton, 2008; Zohar et al., 2010) (figure 5). Dans cet axe, 

le cerveau intègre et centralise la majorité des stimuli externes et internes qui vont influer sur 

la fonction de reproduction. L’hypophyse joue un rôle de relai et d’amplificateur des signaux 

de communication entre le cerveau et les gonades. Les gonades, quant à elles, représentent le 

lieu de production des gamètes.  

 La communication entre les différents niveaux se fait par l’intermédiaire d’hormones 

ou de neurohormones. Parmi les neurohormones qui vont servir de messagers entre le cerveau 

et l’hypophyse, la « Gonadotropin Releasing Hormone » (GnRH) ou gonadolibérine est 

considérée comme l’acteur majeur permettant la reproduction (pour revue : (Charlton, 2008; 

Zohar et al., 2010). En effet, la GnRH stimule la production et la sécrétion des deux hormones 

gonadotropes, la LH (Luteinizing Hormone) et la FSH (Follicle Stimulating Hormone). Chez 

les mammifères, les neurones à GnRH de l’hypothalamus projettent leurs axones vers 

l’éminence médiane, au niveau de laquelle ils libèrent la GnRH dans le système porte 

hypothalamo-hypophysaire qui lui-même achemine la neuro-hormone jusqu’aux cellules 

gonadotropes de l’adénohypophyse (pour revue : Charlton, 2008). Chez les téléostéens, ce 

système porte n’existe pas et les neurones à GnRH projettent directement leurs axones à 

proximité des cellules gonadotropes de la Pars Proximal Distalis (PPD) (pour revue : Zohar 

et al., 2010). De plus, chez certains vertébrés, le cerveau peut aussi agir sur les cellules 
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gonadotropes de l’hypophyse grâce à la dopamine (DA) (pour revues : Dufour et al., 2010; 

Trudeau et al., 2010; Zohar et al., 2010).   

La LH et la FSH sont libérées dans la circulation sanguine générale afin de relayer 

l’information cérébrale en contrôlant le fonctionnement des gonades. L’activité des gonades 

inclut la production des gamètes (ou gamétogénèse) et la production d’hormones, stéroïdes 

sexuels (stéroïdogénèse) et peptides gonadiques.  

Ces hormones, en particulier les stéroïdes, agissent sur les tissus cibles et exercent des 

rétrocontrôles sur le cerveau et l’hypophyse. 

 

 
Figure 5 : Schéma des principaux acteurs de l’axe cerveau-hypophyse-gonades chez les mammifères (A) et 
chez les téléostéens (B). Les flèches vertes représentent des effets stimulateurs (+), les flèches rouges 
représentent des effets inhibiteurs (-) et les flèches bleues représentent de effet stimulateurs ou inhibiteurs selon 
le contexte (±). Kiss1 : gène codant les Kp1 ; Kiss1/Kiss2 : présence des gènes codant les Kp2 et chez certaines 
espèces présence du gène Kiss1 codant les Kp1 ; GnRH : gonadolibérine ; DA : dopamine ; LH : hormone 
lutéinisante ; FSH : hormone foliculo stimulante ; E2 : œstradiol ; Testo : testostérone ; 11-KT : 11-
kétotéstostérone ; Vtg : vitellogénine. 

 

a. Les GnRH 

A l’heure actuelle, plus de 25 formes différentes de GnRH ont été décrites dont 14 

sont présentes chez les vertébrés (pour revues : Kah et al., 2007; Tostivint, 2011). Les GnRH 
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de vertébrés se présentent sous la forme d’un petit peptide de 10 a.a. issu du clivage d’un 

précurseur, le prépro-GnRH. Bien que la structure des prépro-GnRH soit différente, les GnRH 

de chordés non-vertébrés se présentent aussi sous la forme d’un décapeptide (Adams et al., 

2003). En revanche, les GnRH de protostomiens (mollusques : Bigot et al., 2012; Iwakoshi et 

al., 2002; Zhang et al., 2008b) ; et annélides : (Veenstra, 2010) se présentent sous la forme de 

peptides de 12 a.a. (Bigot et al., 2012; Tsai and Zhang, 2008). Parmi les protostomiens aucun 

homologue des GnRH n’a été clairement identifié chez les ecdyzozoaires. En revanche, les 

AKH (adipokinetic hormone) et corazonines présents chez ce phylum ont été rapprochés des 

GnRH (Lindemans et al., 2011).  

D’un point de vue évolutif, la présence d’homologues des GnRH chez des 

protostomiens (mollusques et annélides), ainsi que chez des deutérostomiens (chordés), 

indique l’existence d’une GnRH chez l’ancêtre commun de ces deux phyla. Cela fait 

également des GnRH une des hormones les mieux conservées à travers les métazoaires.  

Les récentes études de synténie, réalisées sur les GnRH de vertébrés, montrent que les 

14 formes de GnRH se classent en trois types (Tostivint, 2011) : 

- La GnRH de type 1 qui comprend plusieurs formes de GnRH dont la première forme 

identifiée chez les mammifères, la mGnRH (mammalian GnRH). Ce type de GnRH est 

exprimé principalement dans des neurones localisés dans le cerveau antérieur et qui 

envoient leurs axones en direction de l’éminence médiane. Ce GnRH joue un rôle 

majeur dans le système hypophysiotrope, gonadotrope. 

- La GnRH de type 2 qui comprend une forme identifiée chez le poulet, Gallus gallus 

(chicken GnRH-II ou cGnRH-II) et retrouvée chez la majorité des vertébrés, ainsi 

qu’une forme identifiée chez la lamproie marine. Ce type est exprimé par des neurones 

localisés dans le mésencéphale rostral. La GnRH2 est exprimée chez les tétrapodes, la 

lamproie marine ainsi que chez tous les téléostéens étudiés à ce jour.  

- La GnRH de type 3 ou sGnRH (salmon GnRH) est exprimée par des neurones 

localisés dans le cerveau antérieur de certains téléostéens uniquement. La GnRH3 

participe aussi au contrôle hypophysiotrope chez ces espèces (pour revue : Oka, 2002). 

 

Les effets des différentes GnRH sont spécifiquement modulés par l’intermédiaire de 

récepteurs à 7 domaines transmembranaires. C’est par l’intermédiaire de ces récepteurs que la 

GnRH (principalement mGnRH et sGnRH) va agir sur les cellules gonadotropes 

hypophysaires et induire la libération des gonadotropines. 
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b. La dopamine 

La dopamine (DA) fait partie de la famille des catécholamines (CA). Les CA sont 

synthétisées à partir de la tyrosine. La DA, la noradrénaline et l’adrénaline sont les CA les 

plus abondantes dans le système nerveux central des vertébrés chez qui elles agissent en tant 

que neurotransmetteurs.  

Chez certains téléostéens, le contrôle positif de la GnRH sur la synthèse et la libération 

des gonadotropines peut être contrebalancé par un contrôle négatif exercé par la DA. Cet effet 

inhibiteur de la DA a été montré pour la première fois chez le poisson rouge adulte (Chang 

and Peter, 1983a, b; Peter and Paulencu, 1980). Depuis, il a été mis en évidence chez d’autres 

téléostéens (pour revue : Dufour et al., 2010). La DA est capable d’inhiber la sécrétion basale 

ou induite de la LH, et ainsi de réguler les derniers stades de la gamétogénèse (maturation des 

ovocytes, ovulation et spermiation) chez les individus adultes. Son rôle inhibiteur sur les 

gonadotropines a également été décrit au moment de la puberté chez les juvéniles de certaines 

espèces (anguille européenne, Anguilla anguilla : Dufour et al., 1988; Vidal et al., 2004 ; 

mullet, Mugil cephalus : Aizen et al., 2005).  

Cependant, l’intensité de ce rôle inhibiteur varie en fonction des espèces (pour revue : 

Dufour et al, 2010). De plus, chez certains téléostéens, comme par exemple chez le tambour 

brésilien (Micropogonias undulatus), aucune inhibition de la DA n’a été observé (Copeland 

and Thomas, 1989).  

Les neurones dopaminergiques impliqués dans le contrôle de la fonction de 

reproduction ont été localisés dans le noyau préoptique antéro-ventral de l’aire préoptique 

(POA) chez le poisson rouge (Kah et al., 1984), la truite (Oncorhynchus mykiss) (Linard et al., 

1996), et l’anguille européenne (Vidal et al., 2004). Ces neurones projettent leurs axones vers 

la PPD (Kah et al., 1987).   

 

c. Les gonadotropines hypophysaires 

La LH et la FSH appartiennent à la famille des hormones glycoprotéiques 

hypophysaires, au même titre que la thyrotropine (TSH pour Thyroid Stimulating Hormone) 

(Dos Santos et al., 2011). Chez les vertébrés, les hormones glycoprotéiques sont des protéines 

hétérodimériques constituées : 

- d’une sous-unité α, commune à la FSH, LH et TSH d’une même espèce. Cette  sous 

unité est également commune à la choriogonadotropine (CG) exprimée dans le 

placenta des primates et des équidés. 



 20 

- d’une sous-unité β, spécifique de chacune des hormones glycoprotéiques ; c’est elle 

qui confère aux hormones leur spécificité d’action (pour revue : Combarnous et al., 

2001). 

C’est sous la forme hétérodimérique que les glycoprotéines peuvent se fixer à leurs 

récepteurs (pour revue : (Combarnous et al., 1997). L’association de la sous-unité  α avec 

l’une des sous-unités β se fait de manière non covalente et la stabilité de l’hétérodimère ainsi 

formé est assuré par la région C-terminale de la sous unité β qui enserre la sous-unité α 

(Alvarez et al., 2009; Lapthorn et al., 1994).  

La LH et la FSH sont produites et libérées par les cellules gonadotropes 

hypophysaires. Chez les mammifères, un même type cellulaire assume cette fonction alors 

que chez les téléostéens la LH et la FSH sont produites par deux types cellulaires différents 

(pour revue : Zohar et al., 2010).  

Une fois dans la circulation sanguine ces hormones vont agir sur leur tissus cibles par 

l’intermédiaire de leurs récepteurs, FSHR et LHR, deux récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires (pour revue : Combarnous et al., 2001). Les gonades sont considérées 

comme les principaux tissus cibles de la LH et de la FSH. En effet, les gonadotropines vont 

induire la production et la maturation des gamètes (spermatozoïdes et ovules) ainsi que la 

synthèse et la libération de facteurs de stéroïdes sexuels. 

 

d. Les stéroïdes sexuels 

Les stéroïdes sexuels sont produits par les gonades à partir du cholestérol selon une 

chaîne de biosynthèse qui met en jeu un système enzymatique en cascade. Les trois classes 

principales de stéroïdes sexuels ainsi produits sont : les œstrogènes, les androgènes et les 

progestagènes.  

Les progestagènes, dont la progestérone (P), sont les premiers produits de la chaine de 

biosynthèse. Ensuite sont produits les androgènes qui comprennent notamment la 

testostérone, la 11-kétotestostérone (11-KT, spécifique des téléostéens) et la 5α-

dihydrotestostérone (DHT). Les œstrogènes, dont l’œstradiol (E2), sont les derniers produits 

de la chaîne et peuvent notamment être obtenus par aromatisation de la testostérone. La 11-

KT et la DHT ne sont quant à elles pas aromatisables.  

Au moment de la puberté, les stéroïdes sexuels agissent sur des tissus cibles présentant 

leurs récepteurs spécifiques afin d’induire notamment le développement des caractères 

sexuels secondaires. Chez les ovipares, les stéroïdes sexuels stimulent également la 

production de vitellogénine, une phospho-lipo-calcio-glycoprotéine de réserve produite par le 
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foie et incorporée par les ovocytes au cours de la vitellogénèse dite exogène (pour revue : Ho 

et al., 1982). Les stéroïdes sexuels exercent également des rétrocontrôles positifs ou négatifs 

sur le cerveau et l’hypophyse (Burger et al., 2004; Dickey and Swanson, 1998; Gharib et al., 

1990; Schmitz et al., 2005) (Figure 5). 

 

3.2.2. Découverte du rôle du système kisspeptine dans la reproduction 

 L’hypogonadisme hypogonadotrope (HH) représente des pathologies liées à un 

dysfonctionnement de l’axe gonadotrope. Ce syndrome, dont les symptômes sont un faible 

taux de gonadotropines circulant, et en particulier une faible pulsatilité de la LH, se traduit par 

une puberté tardive ou dans les cas les plus graves par une absence de puberté et une 

incapacité à se reproduire. De nombreuses causes génétiques et moléculaires peuvent 

entrainer l’HH (pour revue : Bianco and Kaiser, 2009). Une majorité des patients atteints 

d’HH sont également anosmiques. L’association de ces symptômes est appelé syndrome de 

Kallmann et résulte d’une absence de migration des neurones des placodes olfactives au cours 

du développement embryonnaire. Ce sont dans ces placodes que se développent les neurones 

à GnRH-I. S’ils ne migrent pas jusque dans l’hypothalamus, ils ne peuvent pas jouer leur rôle 

dans l’axe hypothalamo-hypophysaire. D’autres causes peuvent être à l’origine de l’HH, 

notamment des mutations entrainant la perte de fonction du récepteur aux GnRH (pour revue : 

(Bianco and Kaiser, 2009). 

En 2003, de nouvelles études réalisées sur des patients issus de la même famille et 

atteints d’hypogonadisme hypogonadotrope (HH) ont montré que ces patients ne présentaient 

aucune mutation ni sur les gènes des récepteurs à la GnRH ni sur la GnRH elle-même (de 

Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003). Ces études ont également mis en évidence que les 

taux circulants des gonadotropines présentaient des constantes normales après traitements à la 

GnRH, démontrant ainsi que leur HH prenait sa source en amont du récepteur de la GnRH 

dans l’axe gonadotrope. Des analyses génétiques ont révélé que les patients présentaient une 

mutation homozygote sur le gène codant pour Kissr. Cette mutation entrainait la substitution 

d’une leucine148 en serine148 dans la séquence peptidique du récepteur. Ceci suggérait un rôle 

du système kisspeptine en amont du GnRH.  

Des études menées en parallèle sur des souris présentant une mutation homozygote 

entrainant une perte de fonction du récepteur aux kisspeptines (GPR54-/-) ont révélé que ces 

souris mutées exprimaient un phénotype similaire à l’HH humain (Funes et al., 2003; 

Seminara et al., 2003). Ces souris présentaient des neurones à GnRH anatomiquement 

normaux, avec des projections vers l’éminence médiane, ce qui indiquait que 
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l’hypogonadisme des souris GPR54-/- n’était pas dû à une migration anormale des neurones à 

GnRH (Messager et al., 2005). Leurs contenus hypothalamiques en GnRH étaient également 

normaux, indiquant une synthèse normale de la GnRH. Des traitements à la GnRH ont induit 

une augmentation de la libération de LH indiquant que la sensibilité de l’hypophyse à la 

GnRH était conservée. Etant donné les faibles concentrations circulantes en FSH et LH, la 

source de l’HH de ces souris se trouvait vraisemblablement au niveau de la libération de la 

GnRH (Seminara et al., 2003). Des injections de kisspeptine, à des concentrations stimulant 

fortement la libération de LH et FSH chez des souris sauvages, n’ont eu aucun effet sur les 

souris GPR54-/- (Messager et al., 2005). Ces études ont ainsi démontré une action directe de 

kisspeptine, via son récepteur, sur la libération de la GnRH.  

A la suite de ces découvertes, d’autres modèles de mutation du système kisspeptine 

ont confirmé son rôle primordial dans la reproduction. En effet, la réalisation de souris double 

« Knock Out » (KO) pour le gène codant la kisspeptine a mené à l’observation de phénotypes 

similaires à ceux observés chez les souris GPR54-/- (d'Anglemont de Tassigny et al., 2007; 

Lapatto et al., 2007). Chez l’homme, quelques cas de mutations activatrices de Kissr (Teles et 

al., 2008) et de Kiss (Silveira et al., 2010) ont été décrits ; ces mutations engendrent une 

puberté précoce. Topaloglu et collaborateurs ont récemment décrit un cas de mutation 

inactivatrice de Kiss1, résultant en un échec de la puberté (Topaloglu et al., 2012).  

Cependant, malgré toutes ces preuves de l’implication du système kisspeptine dans le 

contrôle de la reproduction, une étude récente a rapporté une puberté normale chez des souris 

femelles ayant subit une ablation génétique de leurs neurones exprimant Kiss1 (Mayer and 

Boehm, 2011). Les animaux étaient fertiles, même si leurs gonades étaient plus petites. Par 

contre, une ablation des neurones à kisspeptine chez des souris adultes a inhibé leur fertilité. 

Les auteurs ont conclu qu’il existerait une compensation de la perte des neurones exprimant 

Kiss1. Ces mécanismes de compensation apparaîtraient uniquement dans les phases précoces 

du développement et dans ce cas l’initiation et l’achèvement de la maturation sexuelle 

pourraient avoir lieu en l’absence du système kisspeptine (Mayer and Boehm, 2011). Etant 

donné que ces résultats sont en contradiction avec les études de souris mutantes « perte de 

fonction » ou KO pour Kiss ou son récepteur (d'Anglemont de Tassigny et al., 2007; Funes et 

al., 2003; Lapatto et al., 2007; Messager et al., 2005; Seminara et al., 2003), les auteurs ont 

suggéré que ces différences pouvaient être dues à des souris ne partageant pas exactement le 

même fond génétique. Ils ont également rappelé que la perte d’une structure telle qu’un 

neurone est différente de la perte d’un gène (Mayer and Boehm, 2011). De plus, comme le 

propose Smith dans sa revue de 2012, l’ablation génétique rapportée dans cette publication 
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n’est peut-être pas complète, laissant un nombre limité mais suffisant de neurones exprimant 

kisspeptine pour induire la fertilité (Smith, 2012). 

D’un point de vue évolutif, il serait toutes fois intéressant de rapprocher les résultats 

obtenus par Mayer et Boehm (2011) avec l’absence du système kisspeptine chez les oiseaux. 

Est-ce qu’au cours de l’évolution de ce groupe des mécanismes initialement compensatoires 

n’auraient pas pris le pas sur le système kisspeptine ?  

 

3.2.3. Régulations des Kiss et Kissr au cours de la maturation sexuelle 

Dès la découverte du rôle du système kisspeptine dans la reproduction et notamment 

l’entrée en puberté, les études ont porté sur le suivi de l’expression de Kiss et Kissr au 

moment de la puberté et au cours de la maturation sexuelle. 

 

a. Chez les mammifères  

Chez les rats mâle et femelle, Navarro et collaborateurs ont observé que l’expression 

hypothalamique de Kiss-1 et GPR54 était détectée pendant tout le développement post-natal, 

avec des niveaux maximaux au moment de la puberté (Navarro et al., 2004). De même, Han 

et al (2005) ont montré que l’expression de Kiss1 augmentait fortement dans l’AVPV pendant 

la transition de juvénile à adulte (Han et al., 2005). Chez le singe (Macaca mulatta), une 

augmentation de l’expression de Kiss-1 a été observée au moment de la puberté chez des 

mâles castrés et des femelles intactes, alors que l’expression de GPR54 restait la même 

(Shahab et al., 2005). Ces données renforcent la possible implication du système kisspeptine 

dans l’activation de l’axe gonadotrope à l’entrée en puberté chez les mammifères. 

 

b. Chez les téléostéens 

- Kiss 

Chez le poisson-zèbre, Biran et al (2008) ont montré que chez la femelle, les niveaux 

en ARNm de Kiss1 dans le cerveau augmentaient graduellement pendant les 2-8 premières 

semaines de vie pour présenter un pic à 12 semaines chez des poissons avec des follicules 

vitellogéniques matures. Chez cette même espèce, Kitahashi et al (2009) ont observé que les 

expressions de Kiss1 et Kiss2 augmentaient au début de la puberté et restaient élevées chez 

l’adulte.  

Chez la morue de l’Atlantique (Gadus morhua), l’expression de Kiss2 est élevée chez 

les femelles vitellogéniques (Cowan et al., 2012). 
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Chez le poisson-globe, les niveaux en ARNm de Kiss2 présentent un pic à la fois dans 

le cerveau et l’hypophyse chez les mâles matures et les femelles qui pondent (Shahjahan et 

al., 2010). 

Chez le loup de mer, les niveaux en ARNm de Kiss1 et Kiss2 présentent des pics au 

début de la saison de ponte en Mars (Migaud et al., 2012). 

Chez la sole sénégalaise femelle, l’expression de Kiss2 est plus élevée pendant la 

saison de ponte, alors que chez le mâle, elle est plus forte vers la fin de l’hiver, juste avant la 

saison de ponte (Mechaly et al., 2012).  

Chez le bar rayé, Zmora et al. (2012) ont récemment montré que l’expression de Kiss1 

et Kiss2 était augmentée dans les cerveaux des poissons matures en comparaison de ceux de 

poissons juvéniles et prépubères. 

Chez la femelle du maquereau (Scomber japonicus), l’expression cérébrale de Kiss1 

ne présente pas variation en fonction du stade de développement de l’ovaire, alors que celle 

de Kiss2 décline graduellement du stade immature à la période après la ponte (Selvaraj et al., 

2012; Selvaraj et al., 2010). Chez le mâle, les niveaux en ARNm des deux Kiss diminuent 

progressivement du stade immature à la spermiation, atteignant un niveau minimum pendant 

la période après la ponte (Selvaraj et al., 2010). 

Chez les téléostéens, aucun profil général de régulation des kisspeptines ne semble se 

dégager au cours de la maturation sexuelle. 

 

- Kissr 

La première étude a été effectuée chez le tilapia en utilisant la technique de « laser-

captured single-cell gene expression » (Parhar et al., 2004). Dans cette étude, GPR54 était 

plus fortement exprimé (45-60%) par des neurones à GnRH1 and GnRH2 de poissons 

matures, que par des neurones de poissons immatures (5%).  

Chez le mâle cobia (Rachycentron canadum), une augmentation des ARNm 

hypothalamiques de GPR54 est observée chez des poissons au début de la puberté (Mohamed 

et al., 2007).  

Chez la femelle mullet, le début de la puberté est marquée par des niveaux plus élevés 

des transcrits de GPR54, qui baissent ensuite plus la puberté avance (Nocillado et al., 2007).  

Chez l’espèce Pimephales promelas, Filby et al (2008) ont suivi l’expression 

hypothalamique de kiss1r et ils ont relié ses augmentations avec les étapes clés du 

développement des gonades chez les mâles et les femelles.  
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Chez les mâles et femelles tilapia, une augmentation de l’expression cérébrale de 

GPR54 est observée avant l’apparition des ovocytes vitellogéniques et de la spermatogénèse 

active (Martinez-Chavez et al., 2008).  

Chez le poisson-globe, les niveaux en ARNm de kissr dans le cerveau et l’hypophyse 

augmentent lors de la période de ponte (Shahjahan et al., 2010).  

Chez le flétan de l’Atlantique (Hippoglossus hippoglossus), l’expression de kissr est 

plus forte pendant les stades de début de puberté en comparaison des autres stades (Mechaly 

et al., 2010).  

Chez la sole mâle, l’expression de Kiss2r est diminue juste avant la saison de ponte. 

Chez la femelle, augmente fortement juste avant la saison de ponte (Mechaly et al., 2012). 

 Chez le loup de mer mâle, les niveaux de Kissr augmentent progressivement et 

présentent un pic pendant la spermatogénèse (Migaud et al., 2012). 

Chez le poisson-zèbre, les deux récepteurs à kisspeptine présentent des profils 

d’expression cérébrale différents : l’expression de kiss1ra augmente vers la huitième semaine 

après fertilisation et décroît  à 12 semaines, lorsque les gonades contiennent des ovocytes et 

spermatozoïdes bien développés ; au contraire, l’expression de kiss1rb présente un pic à 6 

semaines et reste élevée jusqu’à 12 semaines (Biran et al., 2008).  

 Comme pour l’expression des kisspeptines,  les profils d’expression des Kissr sont très 

variables d’une espèce de téléostéen à l’autre au cours de la maturation sexuelle. 

 

3.2.4. Rétrocontrôles des stéroïdes sexuels 

 Il est établi que la libération de la GnRH et des gonadotropines est régulée, chez les 

deux sexes, par les stéroïdes sexuels via des rétrocontrôles positifs ou négatifs (Burger et al., 

2004; Dickey and Swanson, 1998; Gharib et al., 1990; Schmitz et al., 2005). Qu’en est-il du 

système kisspeptine ? 

 

a. Chez les mammifères 

Les premières études menées sur l’influence des stéroïdes sexuels sur l’expression de 

Kiss1 ont montré l’existence de rétrocontrôles stéroïdiens positifs. En effet, chez le rat les 

niveaux en ARNm de Kiss1 augmentaient après orchidectomie des males (Irwig et al., 2004; 

Navarro et al., 2004) et ovariectomie des femelles (Navarro et al., 2004). A la suite de ces 

interventions, l’apport de stéroïdes, testostérone chez les mâles et oestradiol chez les femelles, 

a annulé l’augmentation observée (Navarro et al., 2004). L’expression de Kiss1 dans l’ARC a 

également été régulée positivement par une ovariectomie chez le mouton (Smith et al., 2007; 
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Smith et al., 2008a), le porc (Sus scrofa) (Tomikawa et al., 2010) et le singe (Rometo et al., 

2007). Comme chez le rat, un apport d’oestradiol était capable de prévenir cette augmentation 

chez ces trois espèces (Rometo et al., 2007; Smith et al., 2007; Smith et al., 2008a; Tomikawa 

et al., 2010). De plus chez le mouton, un apport de progestérone a également été capable 

d’inhiber l’expression de Kiss1 après ovariectomie (Smith et al., 2008a). Dans l’hypophyse, 

l’expression de Kiss1 diminue fortement chez des femelles rats ovariectomisées et une 

supplémentation en œstrogènes a permis de compenser cet effet (Richard et al., 2008). Un 

contrôle positif des œstrogènes a également été observé, in vitro, sur l’expression de Kiss1 par 

des cellules hypophysaires de souris (Richard et al., 2008). 

Par la suite, la coexistence de rétrocontrôles positifs et négatifs des stéroïdes sur 

l’expression de Kiss1 a également été mise en évidence chez les mammifères. En effet, il a été 

montré, par hybridation in situ, que l’expression de Kiss1 était régulée de façon différente 

selon les noyaux du cerveau antérieur (ARC et AVPV) chez la souris (Smith et al., 2005a; 

Smith et al., 2005b). Chez la femelle, l’expression de Kiss1 augmente dans l’ARC alors 

qu’elle diminue dans l’AVPV après ovariectomie. L’apport d’œstrogènes a permis de 

contrebalancer les effets différentiels de l’ovariectomie sur l’expression de Kiss1 dans chacun 

des deux noyaux (Smith et al., 2005a). Après castration, les mêmes régulations ont été 

obtenues chez le mâle. Ces régulations  ont pu être compensées par un apport en testostérone 

(Smith et al., 2005b).  

Il semblerait donc que chez les mammifères, l’expression de Kiss1 soit soumis à 

l’influence des stéroïdes sexuels et que ces derniers exercent leur rétrocontrôles de manière 

positive ou négative selon les différentes populations de neurones exprimant Kiss1 (pour 

revie : (Kanda and Oka, 2012).  

L’expression de Kiss1 est restée inchangée après traitement aux oestrogènes de souris 

ovariectomisées appartenant à une lignée KO pour le gène du récepteur α des œstrogènes  

(ERα). En revanche, l’expression de Kiss1 a été régulée chez des souris KO-ERβ 

ovariectomisées et traitées aux œstrogènes (Smith et al., 2005a). De plus, il a été observé que 

presque tous les neurones exprimant Kiss1 dans l’ARC et l’AVPV expriment aussi ERα 

(souris femelle: Clarkson et al., 2008; Smith et al., 2005a ; souris mâle : Smith et al., 2005b ; 

rat : Smith et al., 2006 ; mouton : Franceschini et al., 2006). Ces résultats ont fortement 

suggéré que les stéroïdes sexuels exercent leurs rétrocontrôles via ERα directement sur les 

neurones à Kiss1. Comme les neurones à GnRH n’expriment pas ERα, les auteurs ont émis 

l’hypothèse que ce sont les neurones à kisspeptine qui relaient les rétrocontrôles des stéroïdes 
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sexuels aux neurones à GnRH (Smith et al., 2005a). Chez le mouton, la plupart des neurones à 

Kiss1 expriment également le récepteur à la progestérone (Smith et al., 2008a) et chez la 

souris mâle, il y a coexpression de ERα et du récepteur aux androgènes (AR) dans les 

neurones à Kiss1 de l’ARC (Smith et al., 2005b). 

 

b. Chez les téléostéens 

Chez les téléostéens, l’influence des stéroïdes sexuels sur l’expression des kisspeptines 

a été beaucoup moins étudiée, et les recherches dans ce domaine se sont concentrées sur trois 

modèles, le médaka, le poisson zèbre et le poisson rouge. Globalement chez ces espèces, un 

effet positif des stéroïdes sexuels sur l’expression des kisspeptines a été observé. 

Chez le médaka, l’expression de kiss1 dans les neurones du noyau ventralis tuberis 

(NVT) a diminué après ovariectomie. L’apport d’œstrogène a permis de compenser cette 

diminution (Kanda et al., 2008; Kitahashi et al., 2009; Mitani et al., 2010). De plus, il a été 

montré que la 11-kétotestostérone, un androgène non-aromatisable en E2, n’a pas ce même 

effet. Cela suggérait que le rétrocontrôle devait être dû aux œstrogènes et leurs récepteurs 

(pour revue : Kanda and Oka, 2012). Une double hybridation in situ a permis de montrer que 

les neurones à Kiss1 du NVT exprimaient à la fois ERα et ERβ chez le médaka (Mitani et al., 

2010). Chez le poisson-zèbre, l’administration d’œstradiol à des juvéniles a entrainé 

l’augmentation de l’expression de kiss1, kiss2 et gpr54-2 au niveau cérébral (Servili et al., 

2011). Kanda et collaborateurs ont observé, chez un autre cyprinidé, le poisson rouge, que le 

nombre de neurones à Kiss2 diminuaient dans la POA après ovariectomie et que cette 

réduction était abolie par un implant d’œstrogène (Kanda et al., 2012). Bien que les 

rétrocontrôles observés, jusqu’à maintenant, chez les téléostéens soient positifs, ils ne 

concernent pas les mêmes composants du système kisspeptine selon les espèces (pour revue : 

Kanda and Oka, 2012). 

 

3.2.5. Effets in vivo de traitements aux kisspeptines 

Depuis la découverte de l’implication potentielle du système kisspeptine dans 

l’activation de l’axe cerveau-hypophyse-gonade en amont de la GnRH, de nombreuses études 

ont porté sur les effet in vivo de traitements aux kisspeptines ainsi que sur l’interaction entre 

le système kisspeptine et le système GnRH. 
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a. Chez les mammifères 

Des injections intracérébroventriculaires ou systémiques (intrapéritonéales et 

intraveineuses) de kisspeptine sont capables de stimuler la libération de LH chez les rongeurs 

(rat: Irwig et al., 2004; Kinoshita et al., 2005; Matsui et al., 2004; Navarro et al., 2005a; 

Navarro et al., 2004; Patterson et al., 2006; Roa et al., 2006; Thompson et al., 2004; Tovar et 

al., 2006 ; souris: Gottsch et al., 2004), chez les ovins/bovins/caprins (mouton: Messager et 

al., 2005 ; génisse (Bos taurus) : Kadokawa et al., 2008 ; veau : Ezzat Ahmed et al., 2009 ; 

porc : Lents et al., 2008 ; chèvre (Capra hircus) : Hashizume et al., 2010; Saito et al., 2012), 

chez le singe (Plant et al., 2006; Seminara et al., 2006; Shahab et al., 2005) et chez l’humain: 

(Dhillo et al., 2005; George et al., 2011). Une stimulation de la libération de FSH peut 

également être observée après injection de kisspeptine (rat : Matsui et al., 2004; Navarro et 

al., 2005b; Roa et al., 2006; Thompson et al., 2004 ; human : Dhillo et al., 2005 ; porc: Lents 

et al., 2008 ; veau: Ezzat Ahmed et al., 2009). L’utilisation d’anticorps dirigés contre la 

kisspeptine bloque complètement le pic proestrien de LH (Kinoshita et al., 2005). 

La stimulation de LH et FSH par la kisspeptine est observée chez des animaux 

prépubères, ainsi que des animaux adultes (rat : Navarro et al., 2004b; Navarro et al., 2004 ; 

chèvre : Saito et al., 2012), suggérant une implication de kisspeptine à la fois à la puberté et 

au moment de la reproduction. Cependant, plusieurs études ont montré une variation de la 

sensibilité de l’axe gonadotrope à la kisspeptine suivant les différents stades de la 

reproduction. La réponse de LH au traitement par la kisspeptine est plus importante pendant la 

phase préovulatoire du cycle menstruel chez la femme (Dhillo et al., 2007). Chez la ratte, Roa 

et al (2006) rapportent que l’effet de la kisspeptine sur LH est observé tout au long du cycle 

oestrien (avec un maximum à l’oestrus), alors que pour FSH il n’est présent qu’au diestrus. 

Chez les animaux saisonniers, la sensibilité de l’axe gonadotrope à la kisspeptine est 

également variable. Chez le mouton, les réponses de LH (Smith et al., 2009) et de GnRH (Li 

et al., 2011) à la kisspeptine sont plus fortes en dehors de la saison de reproduction. Pendant 

la saison de reproduction, la kisspeptine est plus efficace lors de la phase folliculaire tardive 

du cycle oestrien de la brebis (Smith et al., 2009). De la même manière, chez le hamster 

sibérien (Phodopus sungorus), les femelles en photopériode courte sont plus sensibles à un 

traitement à la kisspeptine que celles en photopériode longue (période de reproduction) 

(Mason et al., 2007). De plus, ces femelles ne sont plus sensibles à la kisspeptine à l’âge 

adulte, alors que les mâles le restent (Greives et al., 2011). 

Depuis 2004, plusieurs études ont permis de mettre en évidence la stimulation des 

neurones à GnRH par la kisspeptine. L’augmentation de la sécrétion de LH et FSH, en 



 29 

réponse à l’injection de kisspeptine(s), est inhibée par un prétraitement avec un antagoniste de 

la GnRH (rat: Irwig et al., 2004; Matsui et al., 2004 ; souris: Gottsch et al., 2004 ; singe: 

Shahab et al., 2005 ; hamster sibérien : Mason et al., 2007), ce qui démontre que l’effet 

stimulateur de kisspeptine sur LH passe bien par GnRH. Au niveau neuro-anatomique, les 

fibres immunoréactives à la kisspeptine projettent jusqu’aux neurones à GnRH (souris : 

Clarkson and Herbison, 2006 ; mouton : Smith et al., 2008a) et presque tous les neurones à 

GnRH expriment Kissr (rat : Han et al., 2005; Irwig et al., 2004 ; mouton : Smith et al., 2009). 

Cela suggère un effet direct des kisspeptines sur les neurones à GnRH. L’activation des 

neurones à GnRH est confirmée par l’induction de c-Fos dans les neurones à GnRH (Irwig et 

al., 2004; Matsui et al., 2004) et l’augmentation de GnRH dans le fluide cérébrospinal 

(mouton : Messager et al., 2005) après injections centrales de kisspeptine. L’utilisation de 

techniques d’électrophysiologie a également apporté des informations dans ce sens. En effet, 

il a été montré que la kisspeptine augmente directement l’excitabilité des neurones à GnRH. 

Chez les souris mâle et femelle adultes, la kisspeptine est capable d’induire une dépolarisation 

à long-terme des neurones à GnRH (Han et al., 2005). D’autres études ont ensuite permis 

d’approfondir les voies d’activation de ces neurones à GnRH par la kisspeptine (Liu et al., 

2008; Pielecka-Fortuna et al., 2007; Quaynor et al., 2007; Zhang et al., 2008a). 

 

a. Chez les téléostéens 

 Chez les téléostéens, peu d’études ont été menées sur les effets de traitements in vivo 

aux kisspeptines.  

 Une injection intrapéritonéale de Kp1(10) de souris à des individus de l’espèce 

Pimephales promeleas, au cours de leur puberté, a induit l’expression de GnRH-3 et de Kissr1 

cérébrale (Filby et al., 2008). Chez le poisson-zèbre, l’administration intrapéritonéale de 

Kp2(10), mais pas de Kp1(10), a augmenté l’expression de LHβ et FSHβ dans l’hypophyse 

(Kitahashi et al., 2009). Chez le mérou à tâches oranges (Epinephelus coioides), l’injection 

intrapéritonéale de Kp2(10) a augmenté les niveaux de transcrits de GnRH-1 dans 

l’hypothalamus et de FSHβ dans l’hypophyse (Shi et al., 2010).  

Chez le poisson rouge, l’administration intrapéritonéale de kisspeptines homologues, à 

des femelles matures, a augmenté les concentrations plasmatiques en LH (Li et al., 2009). 

Chez le loup de mer, Felip et al. (2009) ont administré une injection intramusculaire de 

kisspeptines homologues chez des poissons prépubères et adultes et ils ont observé une 

meilleure efficacité de Kp2(10) par rapport à Kp1(10) vis-à-vis de la libération de LH et de 

FSH. Beck et collaborateurs (2012) ont récemment testé l’effet d’injections intramusculaires 
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de kisspeptine chez deux espèces de bar à différents stades de maturation sexuelle. Ils ont 

montré que kisspeptine pouvait médier l’initiation de la puberté chez le poisson et moduler la 

maturation gonadique (Beck et al., 2012). 

 

3.2.6. Effets in vitro de traitements aux kisspeptines 

L’action directe cérébrale a été étudiée uniquement chez les mammifères. Le Kp(10) 

humain est capable de stimuler la libération de GnRH par des explants hypothalamiques de 

rats (Thompson et al., 2004). De même, le traitement en perfusion de cellules neuronales 

GT1-7 par Kp(10) augmente l’amplitude et la durée du pic de GnRH (Quaynor et al., 2007). 

De plus, d’Anglemont de Tassigny et al. (2008) ont pu comparer l’effet d’un traitement à la 

kisspeptine sur des cultures organotypiques d’hypothalamus médiobasal (où se trouvent les 

fibres à GnRH) de souris sauvages et de souris GPR54-/- (d'Anglemont de Tassigny et al., 

2008). Ils observent une induction de la libération de GnRH chez les souris sauvages, 

induction qui est absente chez les souris ne possédant pas de GPR54. Enfin, chez le mouton, 

un traitement à kisspeptine est capable de stimuler la libération de GnRH par des explants 

d’éminence médiane (Smith et al., 2011). Aucune étude de ce type n’a été réalisée chez des 

espèces non-mammaliennes. Ces études ont toutes montré un effet stimulateur des 

kisspeptines sur la libération de GnRH in vitro. Cet effet est également comparable aux  

résultats obtenus in vivo. 

 

Les études in vitro sur l’action directe hypophysaire des kisspeptines ont 

principalement été menées sur des modèles mammifères mais également téléostéens. En effet, 

l’expression de Kiss et Kissr au niveau de l’hypophyse (mammifères : Gutiérrez-Pascual et 

al., 2007; Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001 ; téléostéens : Servili et al., 2011; Shahjahan et 

al., 2010) et plus précisément au niveau des cellules gonadotropes (rat : Richard et al., 2008 ; 

ovin: Smith et al., 2008b ; poisson rouge: Yang et al., 2010) suggérait un effet direct 

hypophysaire du système kisspeptine sur la LH et la FSH (pour revue : Richard et al., 2009). 

Les premières études in vitro sur fragments d’hypophyse de rat mâles (Thompson et 

al., 2004) ou cellules hypophysaires dispersées (Matsui et al., 2004) n’ont montré aucun effet 

des différentes doses des kisspeptines sur la libération de LH et FSH. En revanche, en 2005, 

une stimulation de la libération de LH (Navarro et al., 2005a) et de FSH (Navarro et al., 

2005b) par des hypophyses en culture sous l’effet de Kp(10) a été mise en évidence chez des 

rats puberts. Cette stimulation de la libération de LH a été confirmée chez des rats prépubères 

(Gutiérrez-Pascual et al., 2007). Cet effet direct stimulateur de kisspeptine a ensuite été 
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montré chez les bovins (Kadokawa et al., 2007; Suzuki et al., 2008), les porcins (Suzuki et al., 

2008) et un primate, le babouin (Papio anubis) (Luque et al., 2011). Cette stimulation n’a été 

observée que chez des cellules hypophysaires de brebis en phase folliculaire du cycle oestrien 

(Smith et al., 2008b). Chez les téléostéens, seules des études sur le poisson rouge ont été 

effectuées et elles ont mené à des conclusions contradictoires. En effet, alors que deux d’entre 

elles ont montré un effet stimulateur de kisspeptine sur la libération (Chang et al., 2012; Yang 

et al., 2010) et l’expression (Yang et al., 2010) de LH, la troisième n’a enregistré aucun effet 

(Li et al., 2009). 

L’effet direct des kisspeptines sur les cellules gonadotropes hypophysaires semble être 

dépendant de l’espèce et du stade de vie des individus étudiés. En raison d’un certain nombre 

d’études qui ont abouti à des résultats contradictoires, l’effet direct des kisspeptines sur 

l’hypophyse reste encore à l’heure actuelle controversé. 

 

 
Figure 6 : Photos d’anguilles. (A) anguille argentée (haut) et anguille jaune (bas) ; (B) et (F) anguillettes ; (C), 
(D) et (E) anguilles jaunes ; (G) fossile d’anguille datant du crétacé et mis à jour au Liban ; (H) civelles 
transparente.  
 

4. Problématique 

L’objectif de cette thèse a été d’étudier l’évolution du système kisspeptine à travers 

plusieurs modèles de vertébrés. Les études sur l’évolution phylogénétique des kisspeptines et 
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de leurs récepteurs ont pu être réalisées par l’analyse des génomes d’un certain nombre 

d’espèces occupant des positions clés dans la classification des vertébrés. Les études 

expérimentales ont été ciblées sur un modèle d’intérêt à la fois phylogénétique et 

physiologique, l’anguille européenne (Figure 6). 

 

4.1. Modèle de l’anguille 

4.1.1. Intérêt biologique de l’anguille 

 

 
Figure 7 : Cycle biologique de l’anguille. 

 

a. Le cycle de vie de l’anguille européenne 

L’anguille européenne, Anguilla anguilla, est un actinoptérygien, téléostéen, 

élopomorphe, anguilliforme, anguillidé. C’est une espèce catadrome qui présente un 

développement indirect avec un stade larvaire dit leptocéphale, caractéristique des 

élopomorphes (Figure7). Les populations de cette espèce se répartissent le long des côtes et 

dans les hydrosystèmes européens et nord africains (Figure 8). 

La ponte a lieu dans une région encore inconnue de la mer des Sargasses. Après 

l’éclosion, les larves, au stade leptocéphale, sont emportées par les grands courants 

océaniques jusqu’au talus continental (Kettle and Haines, 2006; Power and McCleave, 1983; 
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Schmidt, 1922). Cette migration de près de 6000 km est estimée durer de plusieurs mois à 

plus d’une année (Arai et al., 2000; Lecomte-Finiger, 1992).  

 

 
Figure 8 : Aire de répartition de l’anguille européenne (Anguilla anguilla). 
(Adam, 1997) 

 

Une fois arrivées sur le plateau continental, les larves subissent une première 

métamorphose, dite larvaire, et deviennent des civelles transparentes (pour revue : Otake, 

2003) (Figure 7). Ces civelles vont coloniser les eaux continentales douces ou saumâtres où 

elles vont peu à peu se développer et se pigmenter pour prendre le nom d’anguillettes. C’est à 

ce stade que va avoir lieu la différenciation sexuelle (Colombo et al., 1984). 

Par la suite, les anguillettes vont se développer en anguilles jaunes, toujours à un stade 

juvénile (Figure 7). Cette période du cycle de vie de l’anguille correspond à une phase de 

croissance somatique et d’accumulation de réserves énergétiques en vue de la maturation 

sexuelle et de la migration vers la zone de frai océanique. C’est également à partir de ce stade 

que l’on peut observer un léger dimorphisme sexuel chez cette espèce. En effet, les femelles 

vont croitre durant sept à vingt ans et atteindre une taille supérieure à celle des mâles pour qui 

la croissance peut prendre de trois à dix ans.  

La phase de croissance continentale se termine par une seconde métamorphose, 

appelée l’argenture (Figure 7). Cette métamorphose se traduit par de nombreux changements 

d’ordre morphologique (livrée argentée, augmentation du diamètre oculaire…), physiologique 

(développement des cellules à chlorure au niveau des branchies, épaississement de la vessie 

natatoire…) et comportemental (migration, entrée en jeûne et grégarisation) (pour revue : 

(Rousseau et al., 2011). Ces changements vont permettre de préparer les anguilles, non 
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seulement à affronter les différentes conditions environnementales rencontrées au cours de 

leur migration océanique (salinité, obscurité, hautes pressions) (Sébert et al., 2009) mais 

également les préparer à leur maturation sexuelle. A la différence de la métamorphose de la 

larve leptocéphale en civelle qui est sous le contrôle des hormones thyroïdiennes comme chez 

les amphibiens, les travaux réalisés au sein de notre équipe ont montré que l’argenture est 

principalement contrôlée par l’axe gonadotrope. L’argenture marque ainsi le début de la 

puberté chez l’anguille (Aroua et al., 2005). Au stade argenté, les anguilles femelles possèdent 

des ovocytes qui sont, selon les individus, en vitellogénèse dite « endogène » (stade « oil 

dropplet ») ou en début de vitellogénèse dite « exogène » (début d’incorporation de 

vitellogénine) (Aroua et al., 2005). A ce stade, le taux circulant de vitellogénine devient 

détectable (Aroua et al., 2005). Chez la majorité des mâles, les testicules contiennent des 

gonies, et chez certains quelque spermatocytes (pour revue : Dufour et al., 2003). L’argenture 

s’accompagne également d’une augmentation du taux plasmatique des stéroïdes sexuels chez 

les deux sexes (Aroua et al., 2005; Sbaihi et al., 2001). Le rapport gonadosomatique est de 1 à 

2% chez les femelles et inférieur à 1% chez les mâles, des valeurs très inférieures à celles 

atteintes chez les anguilles après maturation expérimentale (de l’ordre de 40% chez les 

femelles et 10% chez les mâles). Tant que la migration océanique n’a pas lieu, les anguilles 

restent bloquées à ce stade pré-pubertaire (Figure 7). Jusqu’à maintenant, aucune anguille 

européenne mature n’a pu être observée dans son milieu naturel.  

Ce cycle catadrome est commun aux 18 espèces d’anguilles décrites à ce jour 

(Minegishi et al., 2005). Cependant, le stade d’avancement de la puberté au moment du départ 

en mer peut varier d’une espèce à l’autre. En effet, l’anguille japonaise, Anguilla japonica, 

subit un blocage pré-pubertaire moins fort que l’anguille européenne.  

 

b. Maturation expérimentale de l’anguille 

Un certain nombre d’études a cherché à reproduire en laboratoire les facteurs 

environnementaux qui pourraient influer sur la maturation sexuelle au cours de la migration 

et/ou à l’approche de la zone de frai (Palstra and van den Thillart, 2010; Sébert et al., 2007). 

Bien que ces études aient montré une influence de la pression hydrostatique (Sébert et al., 

2007), de la nage (Palstra and van den Thillart, 2010; van Ginneken et al., 2007) etc, aucune 

d’entre elles n’a pour le moment permis d’obtenir des individus complètement matures.  

En revanche, très tôt, des expériences ont tenté d’identifier les facteurs internes 

intervenant dans le processus de maturation. Les premiers travaux rendant compte d’une 

stimulation de la gamétogénèse chez l’anguille européenne ont été menés dans notre 
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laboratoire sous la direction de Maurice Fontaine en 1936. Lors de ces expériences, après 

injection d’extraits d’urine de femmes enceintes à des anguilles mâles, la stimulation de 

spermatogénèse complète et l’émission de sperme ont été observées (Fontaine, 1936). Presque 

trente ans plus tard, le même groupe a réussi à induire, chez la femelle, la première maturation 

gonadique par injection d’extraits hypophysaires de carpe (Fontaine et al., 1964). Ces 

expériences ont donc suggéré que le blocage en pré-puberté des anguilles argentées n’était pas 

dû à un manque de sensibilité des gonades vis-à-vis des gonadotropines mais probablement à 

une déficience en gonadotropines circulantes. La mise au point de dosage 

radioimmunologiques de la LH (Dufour et al., 1983) et d’analyses par PCR quantitatives en 

temps réel de l’expression de la LHβ et de la FSHβ (Aroua et al., 2007) ont confirmé la faible 

expression de ces hormones chez les anguilles pré-pubères.  

 

 
Figure 9 : Photos d’anguilles matures. (A) femelle (en haut) et mâle (en bas) en cours de maturation 
expérimentale ; (B) dissection d’une anguille mâle après maturation expérimentale, les testicules sont 
particulièrement développés ; (C) dissection d’une anguille femelle après maturation expérimentale, les ovaires 
occupent la majeure partie de la cavité corporelle.  

 

 Les expériences réalisées, par la suite dans notre équipe (Figure 9), se sont intéressées 

au rôle du contrôle cérébral dans cette déficience. Ces études ont notamment révélé que seul 

un double traitement avec un agoniste de GnRH et un anti-dopaminergique (le pimozide, 
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antagoniste des récepteurs de type D2) a pu stimuler la synthèse et la libération de LH, 

induisant ainsi la vitellogénèse (Dufour et al., 1988; Vidal et al., 2004). Il semblerait donc que 

l’arrêt de la maturation sexuelle des anguilles en pré-puberté résulte d’un double blocage 

cérébral dû à un manque de stimulation par la GnRH et une inhibition par la DA. Il s’agit de 

la plus forte inhibition dopaminergique décrite chez un téléostéen.   

 L’identification d’acteurs de l’axe cerveau-hypophyse-gonade, agissant en amont du 

double contrôle GnRH/DA, pourrait permettre de développer de nouvelles techniques de 

maturations expérimentales. Ces avancées permettraient d’améliorer la qualité des gamètes 

produites par les géniteurs, ce qui représente à l’heure actuelle l’un des facteurs limitants du 

processus de reproduction de l’anguille européenne en milieu contrôlé. 

 

 
Figure 10 : Classification phylogénétique des 
téléostéens. Le groupe des élopomorphes dont fait 
partie l’anguille européenne et indiqué en rouge 
(selon Lecointre et Le Guyader, 2001, éd. Belin). 
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4.1.2. Intérêt phylogénétique des élopomorphes 

 Les élopomorphes, dont font partie les différentes espèces d’anguilles, forment un des 

groupes monophylétiques situés à la base de la classification des téléostéens (Figure 10). Du 

fait de cette position particulière, certains caractères, ou mécanismes physiologiques, mis en 

évidence chez l’anguille seraient susceptibles de refléter un état ancestral chez les téléostéens. 

C’est pourquoi, en plus de l’intérêt physiologique dû à son cycle de vie atypique, l’anguille 

présente un intérêt dans la compréhension de l’évolution des mécanismes liés aux grandes 

fonctions telles que la reproduction.  

 

4.2. Génomes d’intérêt phylogénétique  

Afin de mieux comprendre l’évolution de systèmes tels que celui des Kiss et des Kissr,  

il est impératif de prendre en compte les grands événements génomiques intervenus au cours 

de l’histoire des vertébrés. Parmi ces événements, il est important de citer les deux 

duplications génomiques globales (1R et 2R) survenues au début de la radiation des vertébrés 

(Dehal and Boore, 2005; Van de Peer et al., 2010) ainsi que la troisième duplication 

génomique globale (3R) propre aux téléostéens (Kasahara et al., 2007; Meyer and Van de 

Peer, 2005). La 1R et la 2R ont chacune entrainé le doublement du matériel génétique des 

ancêtres des vertébrés modernes et la 3R a permis le doublement du matériel génétique de 

l’ancêtre commun des téléostéens. Cela se traduit, dans les génomes actuels, par l’existence 

de familles géniques présentant jusqu’à quatre membres distincts chez la plupart des 

vertébrés, et jusqu’à huit membres chez les téléostéens (Dehal and Boore, 2005; Dos Santos et 

al., 2011; Henkel et al., 2012; Kasahara et al., 2007; Meyer and Van de Peer, 2005; Van de 

Peer et al., 2010).   

 Récemment, le génome de l’anguille européenne a été séquencé, partiellement 

assemblé et les bases de données ainsi générées ont été publiées (Henkel et al., 2012). Etant 

donné l’intérêt phylogénétique de l’anguille par rapport aux téléostéens et à la 3R, les données 

génomiques de l’anguille représentent un puissant outil dans l’étude de la conservation de 

nombreux gènes impliqués dans différentes fonctions, incluant celle de la reproduction.  

Au même titre que pour l’anguille, plusieurs autres génomes appartenant à des espèces 

d’intérêt phylogénétique ont récemment été publiés. Parmi ces génomes, se trouvent ceux 

d’un cyclostome, la lamproie marine (Petromyzon marinus), d’un chondrichtyen, la chimère 

(Callorhinchus milii), d’un sarcoptérygien basal, le cœlacanthe (Latimeria chalumnae), et 

d’un actinoptérygien non-téléostéen, le lépisostée tacheté (Lepisosteus oculatus). Du fait de la 
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position occupée par les espèces dont ils sont issus, ces génomes  représentent la clé de la 

compréhension de l’impact de la 1R et de la 2R dans l’histoire évolutive des Kiss et des Kissr. 

Afin de mieux appréhender les différents processus de perte et de conservations des 

Kiss et des Kissr, nous avons également considéré les génomes suivants : de l’homme (Homo 

sapiens), en tant que représentant des euthériens, de l’ornithorynque (Ornithorhynchus 

anatinus), en tant que représentant des protothériens, du lézard (Anolis carolinensis), en tant 

que représentant des sauriens, du poulet (Gallus gallus), en tant que représentant des oiseaux, 

du xénope (Xenopus tropicalis), en tant que représentant des amphibiens, du poisson zèbre 

(Danio rerio), du médaka (Orysias latipes), de l’épinoche (Gasterosteus aculeatus) et du 

poisson globe (Tetraodon nigroviridis), en tant que représentants de différents groupes de 

téléostéens (Figure 11).  

 

 
Figure 11 : Classification simplifiée des vertébrés. Les noms en italique indiquent le nom du groupe 
monophylétique qui s’applique au nœud ou à la branche la plus proche. En bout de branches terminales, sont 
indiqués les noms vernaculaires des espèces représentatives des groupes de vertébrés que nous avons pris 
comme modèle au cours de cette thèse. 1R : première duplication génomique globale chez les vertébrés ; 2R : 
deuxième duplication génomique globale chez les vertébrés ; 3R : duplication génomique globale propre aux 
téléostéens. 
 

4.3. Objectifs de la thèse 

 L’objectif de cette thèse a été d’étudier le système kisspeptine d’un point de vue à la 

fois évolutif et physiologique.  
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En s’appuyant sur la publication de nouveaux génomes d’espèces qui occupent des 

positions clés dans la classification des vertébrés, nous avons cherché à réévaluer la diversité 

des Kiss et des Kissr au sein de ce phylum.  

Toujours en se basant sur des génomes d’espèces clés dans la classification des 

vertébrés, nous avons analysé les relations phylogénétiques, au sein des deux familles de 

gènes, Kiss et Kissr, afin de retracer leurs histoires évolutives. 

En raison du grand nombre d’appellations qui coexistaient jusqu’à présent pour les 

Kiss ainsi que pour les Kissr, et des confusions que cela pouvait engendrer, nous avons 

revisité la classification de chacune de ces deux familles, afin de proposer une nomenclature 

simplifiée basée sur des critères phylogénétiques. 

Un nombre croissant de travaux montre que le système kisspeptine peut jouer un rôle 

clé dans la fonction de reproduction des vertébrés. Nous avons donc abordé l’étude de ce 

système chez l’anguille européenne dont l’un des enjeux majeurs est l’identification de 

nouveaux facteurs intervenant dans la levée de son blocage pré-pubertaire.   

L’anguille ayant révélé un système kisspeptine multiple, nous avons choisi de l’utiliser 

comme modèle pour aborder la question des mécanismes évolutifs mis en œuvre dans la 

conservation de plusieurs Kiss ou Kissr chez une même espèce. 

 Plus largement, la comparaison de l’histoire évolutive des Kiss avec celle des Kissr a 

permis d’envisager l’évolution du système kisspeptine dans son ensemble et de suggérer son 

rôle potentiel chez l’ancêtre commun des vertébrés. 
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1. Expérimentations in vivo 

1.1. Provenance des animaux 

 Les maturations expérimentales ont été réalisées par deux de nos collaborateurs basés 

respectivement au Danemark, dans le cadre du projet européen Pro-Eel, et à Taïwan, dans le 

cadre de l’ANR Puberteel. Les anguilles européennes, Anguilla anguilla, utilisées dans cette 

étude proviennent de la ferme aquacole de Lyksvad, à Vamdrup au Danemark. Les anguilles 

japonaises, Anguilla japonica, utilisées ont été achetées à une ferme aquacole et gardées dans 

les installations de recherche du Département d’Aquaculture de l’Université Technique de 

Kaohsiung, Taïwan. Les individus utilisés dans ces expériences correspondent tous à des 

femelles au stade argenté. 

 

1.2. Traitements gonadotropes 

 Pour chacun des deux protocoles impliquant les deux espèces d’anguilles, les 

individus ont été répartis en deux groupes : un groupe contrôle et un groupe traité.  

 Les anguilles européennes ont été gardées en eau de mer (36‰) et injectées de 

manière hebdomadaire avec des extraits hypophysaires de saumon durant quatre mois, afin 

d’induire la vitellogénèse. Ce traitement s’est achevé avec une injection de dihydroxy-

progestérone, afin d’induire la ponte. 

 Les anguilles japonaises ont été gardées en eau douce et injectées de manière 

hebdomadaire avec des extraits hypophysaires de poisson chat durant 17 semaines.  

 Les anguilles des groupes contrôles ont été injectées de manière hebdomadaire avec 

une solution saline durant la période correspondant à leur espèce.   

 

1.3. Prélèvement des organes 

 A la fin des expériences de maturation, les anguilles des groupes traités et des groupes 

contrôles ont été sacrifiées par décapitation. Le cerveau, l’hypophyse et les ovaires ont ensuite 

été prélevés et stockés dans du RNAlater à -20°C. 

 

2. Expérimentations in vitro 

2.1. Provenance des animaux 

Les anguilles européennes utilisées pour les études in vitro ont été achetées à Gebr. Dil 

import-export B.V. basé à Akersloot en Hollande. Elles ont ensuite été maintenues dans des 

bacs continuellement renouvelés en eau douce du robinet.   

 



 42 

2.2. Cultures primaires de cellules hypophysaires 

Après décapitation, les hypophyses ont été prélevées et soumises à une méthode de 

dispersion enzymatique et mécanique mise au point par Montero et al (Montero et al., 1996). 

En résumé, les hypophyses ont été coupées en morceaux, puis incubées à 25°C dans une 

solution de trypsine facilitant la dissociation des cellules hypophysaires. Après arrêt de la 

réaction enzymatique, les hypophyses ont été soumises à une dispersion mécanique. Après 

estimation du nombre de cellules et de leur viabilité par un test de Bleu Trypan, les cellules 

ont été déposées à une densité variant de 50000 à 62500 cellules/puits, dans des boîtes de 

cultures de 96 puits prétraitées à la poly-L-lysine, permettant l’adhésion des cellules au fond 

des puits. Les cellules ont été incubées dans un milieu de culture M199 (contenant sels de 

Earle et bicarbonate de sodium) auquel ont été préalablement ajoutés pénicilline, 

streptomycine et fungizone (Gibco/Invitrogen). Les cultures ont été maintenues à 18°C sous 

une atmosphère saturée en humidité et à 3% de CO2. 

 

2.3. Traitement des cellules 

 Les différents kisspeptines utilisés ont été repris dans de l’eau ultra-pure. Par la suite, 

des solutions stock ont été préparées à une concentration de 10-4M,  pour chaque peptide, et 

stockées à -20°C. Des solutions intermédiaires ont été préparées, avant chaque traitement, par 

dilution des solutions stock dans le milieu de culture. Les concentrations finales testées dans 

les puits de culture étaient comprises entre 10-6M et 10-10M. Les puits contrôles ont été traités 

avec de l’eau ultra-pure. Les milieux de culture et traitements ont été renouvelés tous les 3 

jours. Les cultures ont été arrêtées après différents temps, entre 24h et 13 jours. Les ARN 

totaux ont été extraits à l’aide du kit Cell-to-cDNA II Kit (Ambion Inc.) en suivant les 

indications du fournisseur.  

 

3. Distributions tissulaires 

3.1. Provenance des animaux 

 Les anguilles utilisées pour les distributions tissulaires ont été achetées au marché 

International de Rungis en France. Elles ont ensuite été maintenues dans des bacs 

continuellement renouvelés en eau douce du robinet. 

 

3.2. Prélèvement des organes 

 Après une semaine de stabulation, huit anguilles femelles argentées ont été sacrifiées 

par décapitation. Le cerveau a été prélevé et disséqué en cinq parties : les bulbes olfactifs, le 
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télencéphale,  le di-/mésencéphale, le cervelet et la moelle allongée (Figure 12).  

L’hypophyse, la rétine, les ovaires, le foie, une portion du tube digestif, du tissu adipeux, du 

rein, la rate et du muscle ont été également prélevés. Les testicules de huit mâles ont 

également été prélevés. Tous les tissus ont ensuite été stockés dans du RNAlater à -20°C. Les 

ARN totaux ont été extraits au Trizol Reagent selon les recommandations du fournisseur.  

 

 
Figure 12 : Schéma d’une coupe longitudinale de cerveau d’anguille. Les trais entre les différents lobes du 
cerveau représentent les plan de coupe lors des dissections. Les ARN des différentes parties du cerveau ainsi 
obtenues ont été extraits et utilisés pour la détermination de la distribution tissulaire des Kiss et des Kissr. BO : 
bulbes olfactifs ; Tel : télencéphale ; Mes : mésencéphale ; Di : diencéphale ; Cb : cerebelum ; MO : medula 
oblongata ; Hypo : hypophyse ; SV : sac vasculaire 
 

4. Clonages 

4.1. Séquençage des ARNm codant Kissr-2, Kiss2 et Kiss1 

Les ARN totaux, extraits de la partie antérieure du cerveau d’anguille, ont été rétro-

transcrits grâce au kit SMARTTM RACE cDNA amplification Kit (Clontech), afin de pouvoir 

réaliser des PCR RACE sur l’ADNc obtenu. Les séquences d’ADNc, codant pour Kissr-2, 

Kiss2 et Kiss1, ont été ensuite obtenues par la méthode de PCR RACE (Rapid Amplification 

of the cDNA Ends) en utilisant le kit Advantage 2 PCR Kit (clontech). 

- 3’RACE : les ADNc sont synthétisés à l’aide d’amorces oligo(dT) modifiées (3’RACE CDS 

Primer A) fournies dans le kit SMARTTM RACE cRNA amplification (Clontech Laboratories 

Inc.). Puis, ces ADNc spécifiques de la RACE en 3’ sont utilisés comme matrice pour 

l’amplification par PCR en présence de deux amorces. La première amorce est spécifique du 

gène d’intérêt, alors que la seconde amorce est universelle (UPM), car elle est 
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complémentaire de la séquence ajoutée par le 3’RACE CDS Primer A lors de la rétro-

transcription des ARN. 

- 5’RACE : les ADNc sont synthétisés à l’aide d’amorces oligo(dT) modifiées (5’RACE CDS 

Primer) et de l’oligo SMART II A relié à l’extrémité 5’ de l’ARN (Clontech Laboratories 

Inc.). Puis, ces ADNc spécifiques de la RACE en 5’ sont  utilisés comme matrice pour 

l’amplification par PCR en présence de deux amorces. La première amorce est spécifique du 

gène d’intérêt, alors que la seconde amorce est universelle (UPM), car elle est 

complémentaire de la séquence ajoutée par le 5’RACE CDS Primer lors de la rétro-

transcription des ARN. 

 Les réactions d’amplification sont réalisées dans un volume final de 50µl incubé dans 

un thermocycleur Conventional PCR 1988, BIO-RAD. Les produits des PCR RACE sont 

envoyés pour séquençage à la compagnie GATC.  

 

4.2. Séquençage des ARNm codant Kissr-1 et Kissr-3 

Les ARN totaux, extraits de la partie antérieure du cerveau d’anguille, ont été  rétro-

transcrits grâce à la transcriptase inverse Super-Script III (Roche), afin de pouvoir réaliser des 

PCR classiques sur l’ADNc obtenu. 

 Les séquences d’ADNc, codant pour Kissr-1 et Kissr-3, ont été obtenues par PCR 

classique en utilisant le kit Go-Taq (ProMega). 

 Les réactions d’amplification sont réalisées dans un volume final de 50µl incubé dans 

un thermocycleur Conventional PCR 1988, BIO-RAD. Les produits des PCR RACE sont 

envoyés pour séquençage à la compagnie GATC.  

 

5. Dosage par PCR quantitative en temps réel 

 L’expression de gènes (Kissr-1, Kissr-2, Kissr-3, Kiss1, Kiss2, LHβ, FSHβ, TSHβ, 

GPα et actine-β) a été mesurée par PCR quantitative en temps réel (qPCR). Cette méthode 

permet de quantifier, tout au long de la chaine d’amplification, la quantité d’acide nucléique 

présente dans l’échantillon et donc d’évaluer le niveau d’expression d’un gène cible dans un 

tissu donné. 

Après synthèse de l’ADNc simple brin au cours de la rétro-transcription des ARN, et 

grâce à des amorces spécifiques, le gène cible est amplifié et quantifié par qPCR. Les 

réactions sont réalisées avec le kit LightCycler FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I 

(Roche). A chaque cycle de la réaction d’amplification, la quantité d’ADNc formée peut être 

suivie grâce à l’utilisation d’un intercalant fluorescent, le SYBR green. Une fois lié à l’ADN 
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double brin, il émet une lumière fluorescente détectée par le spectrofluorimètre intégré au 

thermocycleur. La quantité de lumière détectée est proportionnelle à la quantité d’ADN 

synthétisé. La concentration en ARNm peut donc être calculée, elle est inversement 

proportionnelle au nombre de cycles d’amplification nécessaires pour atteindre le seuil de 

détection de fluorescence. L’expression du gène cible est comparée à celle d’un gène de 

référence, l’actine-β. 

 

6. Analyses statistiques 

Les résultats sont présentés sous la forme de la moyenne ± SEM. Les moyennes ont 

été comparées grâce à un test-t de Student ou bien une ANOVA simple suivie d’un test de 

comparaisons multiples de Dunn. Ces tests ont été réalisés en utilisant le logiciel de statistique 

Instat (GraphPad Software Inc., San Diego, Californie, USA). 

 

7. Analyse de bases de données moléculaires 

 Afin de pouvoir comparer les différents Kiss entre eux et les différents Kissr entre eux, 

nous avons recherché les séquences nucléotidiques et peptidiques des deux composants du 

système kisspeptine dans les bases de données de NCBI, ENSEMBL et UCSC Genome 

Bioinformatics, toutes trois disponibles en ligne. Nous avons également utilisé les bases de 

données génomiques de l’anguille européenne qui sont disponibles depuis 2012 sur le site 

http://www.zfgenomics.org/sub/eel. 

 

8. Analyses phylogénétiques 

 Afin de déterminer les relations phylogénétiques unissant les différents Kissr, d’une 

part, et les différents Kiss, d’autre part, nous avons réalisé des reconstructions 

phylogénétiques de ces deux familles de gènes en utilisant à chaque fois un maximum de 

séquences peptidiques pour chacune des familles. Nous avons utilisé la méthode de maximum 

de vraisemblance avec 1000 répétitions aléatoires de « bootstrap ». Le modèle de substitution 

des caractères de la matrice a été déterminé par l’outil en ligne ProTest.  

 

9. Analyses synténiques 

 Afin de déterminer les relations d’orthologie entre les Kiss, d’une part, et les Kissr, 

d’autre part, nous avons réalisé une analyse synténique de chacune de ces deux familles de 

gènes.  
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 L’analyse synténique consiste à étudier l’environnement génique d’un gène d’intérêt 

afin de dégager, au voisinage de ces gènes, des régions conservées entre les génomes de 

plusieurs espèces. 

 Nous avons réalisé cette analyse en prenant en compte les génomes de plusieurs 

espèces représentatives des principaux embranchements de vertébrés incluant: l’humain, 

l’ornithorynque, le poulet, le xénope, le cœlacanthe, le lépisostée, le poisson zèbre, le médaka, 

l’épinoche, le poisson globe et l’anguille européenne. 
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Chapitre 3  

 

 

 

 

 

Mise en évidence du système kisspeptine 

chez l’anguille européenne : caractérisation 

d’un récepteur aux kisspeptines et étude in 

vitro de l’effet direct hypophysaire de 

différents kisspeptines sur l’expression des 

hormones gonadotropes d’anguille. 
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1. Introduction de l’article 1 
La démarche développée dans ce chapitre a été mise en place avant le séquençage du 

génome de l’anguille. A cette époque, aucune information ne permettait encore d’affirmer 

l’existence d’un système kisspeptine chez notre modèle, bien que sa présence ait déjà été 

démontrée chez d’autres espèces de téléostéens (poisson zèbre, médaka, poisson rouge, loup 

de mer, etc.).  

D’un point de vue fonctionnel, le rôle de Kiss et de Kissr dans la mise en place de la 

puberté grâce à leur action stimulatrice sur la libération de GnRH, était déjà établi chez les 

mammifères. Bien que Kissr soit détecté dans l’hypophyse de plusieurs mammifères, les 

différentes études menées sur l’action directe des kisspeptines sur l’expression, la synthèse et 

la libération des gonadotropines ont abouti à des conclusions divergentes.  

Le but de cette étude a donc été, dans un premier temps, de mettre en évidence 

l’existence du système ou de l’un de ses composants chez l’anguille européenne. En utilisant 

une approche par PCR et des amorces dégénérées, nous avons pu déterminer l’existence d’un 

Kissr (dénommé Kissr-2 dans les chapitres suivants) chez l’anguille. Par la suite, afin de 

mieux caractériser ce récepteur, nous avons étudié sa distribution dans différents organes. 

Cette distribution a montré, entre autres, une expression de Kissr dans l’hypophyse. Nous 

avons donc réalisé des cultures primaires de cellules hypophysaires d’anguille que nous avons 

traitées avec différents kisspeptines hétérologues afin d’étudier la possibilité d’un effet directe 

sur les gonadotropines. Ces expériences ont révélé un effet direct inhibiteur de kisspeptines 

spécifiquement sur l’expression de la LHβ.  

Ce chapitre décrit donc les premières découvertes relatives au système kisspeptine 

chez l’anguille européenne et sa probable implication dans l’axe gonadotrope chez cette 

espèce. 

 

2. Article 1: First evidence for a direct inhibitory effect of kisspeptins on LH expression 

in the eel, Anguilla Anguilla. 
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a b s t r a c t

The kisspeptin system has emerged as one of the main puberty gatekeepers among vertebrates. The Euro-
pean eel (Anguilla anguilla) is a remarkable model due to its phylogenetical position at the basis of tele-
osts, and its unique life cycle with a blockade of puberty before reproductive migration. We cloned the
full-length coding sequence of a kisspeptin receptor (Kissr) in the eel. Comparison of Kissr sequences
assigned the eel Kissr to a basal position in a clade including most of the known teleost Kissr, in
agreement with the eel phylogenetical position. Eel Kissr tissue distribution was analyzed by quantitative
real-time PCR. Eel Kissr was highly expressed in the brain, especially in the telencephalon and di-/mes-
encephalon, while a very low or undetectable expression was observed in various peripheral organs. A
high expression of Kissr was also found in the pituitary indicating a possible direct pituitary role of kiss-
peptin. Primary cultures of eel pituitary cells were performed to investigate the direct effects of kisspep-
tin on pituitary hormone expression. Human/lamprey kisspeptin exerted a time- and dose-dependent
inhibitory effect on LHb expression. All other tested kisspeptins had a similar inhibitory effect on LHb
expression. The inhibitory effect of kisspeptins was exerted specifically on LHb as no change was induced
on the expression of other glycoprotein hormone subunits (GPa, FSHb and TSHb) nor of growth hormone.
These data provide the first evidence for the existence, in the European eel, of a kisspeptin system, which
may play a direct inhibitory role on pituitary LHb expression.

� 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction

The European eel, Anguilla anguilla, presents a complex life cy-
cle, with a blockade of sexual maturation at a prepubertal stage
(silver stage) as long as the oceanic reproductive migration has
not been completed. This blockade is mainly due to a deficient pro-
duction of pituitary gonadotropins [9,10]. One of the major chal-
lenges of the work on eel reproduction is to find factors able to
stimulate the expression and release of gonadotropins. The com-
prehension of the mechanisms controlling reproduction in the
eel is of particular interest considering the dramatic decline of wild
populations [50] and the present impossibility to reproduce Euro-
pean eel in captivity. Moreover, as the eel is a representative spe-
cies of a phylogenetically ancient group of teleosts (elopomorphs)
[7], understanding the gonadotropin regulation in this species may
provide new insight on ancestral regulatory mechanisms.

In 1996, the Kiss1 gene was originally identified as an inhibitor
of tumor metastasis and its protein was thus named metastin [19].
ll rights reserved.

BOREA, 7 rue Cuvier, CP32,
6 18.
In 1999, GPR54 was cloned in the rat as an orphan receptor [20]
and it is not until 2001 that the connection between Kiss1 and
GPR54 was first established [34]. The Kiss1 gene encodes for a
preprohormone secondarily processed to give variants of kisspep-
tins, including kisspeptin-54, kisspeptin-14, kisspeptin-13 and
kisspeptin-10 [18,32]. All kisspeptins share the same C-terminal
10-amino acid sequence [kisspeptin(10)], which is the minimal se-
quence required to bind their cognate receptor, GPR54 or kisspep-
tin receptor (Kissr), with high affinity [18,32].

Loss-of-function mutations of GPR54 in humans [8,46] and
knock-out of GPR54 in mice [14,46] lead to hypogonadotrophic
hypogonadism. Since this discovery, many other observations
demonstrated the involvement of the kisspeptin system in the acti-
vation of the gonadotropic axis in mammals [41]. Kisspeptin cells
in the brain are expressed in two groups of neurons, the arcuate
nucleus (ARC) and the anteroventral periventricular nucleus
(AVPV), on which sex steroids exert their feedback differentially
[47]. Moreover, it has been recently demonstrated that kisspeptin
is co-expressed with neurokinin B and dynorphin in a single sub-
population of neurons in the ARC. This constitutes a central node
in the control of reproduction, especially with roles in steroid feed-
back control of GnRH neurons [22].

http://dx.doi.org/10.1016/j.ygcen.2011.05.019
mailto:dufour@mnhn.fr
http://dx.doi.org/10.1016/j.ygcen.2011.05.019
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00166480
http://www.elsevier.com/locate/ygcen


Table 1
Sequences of synthetic kisspeptins used on primary
cultures of eel pituitary cells. H, human; L, lamprey; Zb,
zebrafish. The length of the peptide is indicated between
brackets.

Peptide ID Sequence

H/L-Kiss1(10) YNWNSFGLRF-NH2

H-Kiss1(14) DLPNYNWNSFGLRF-NH2

L-Kiss1(13) GSTYNWNSFGLRF-NH2

Zb-Kiss1(10) YNLNSFGLRY-NH2

Zb-Kiss1(15) QNVAYYNLNSFGLRY-NH2

Zb-Kiss2(10) FNYNPFGLRF-NH2

Zb-Kiss2(15) LARSKFNYNPFGLRF-NH2
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In an increasing number of teleost species, the components of
the kisspeptin system have been identified and their involvement
in the gonadotropic axis studied [12]. Kisspeptins and their recep-
tors have also been characterized in amphibians [58]. In contrast,
this system seems to have been lost in the avian lineage since nei-
ther kisspeptin nor kisspeptin receptor homologues have been
found in bird genomes to date [55].

Although the hypothalamus represents the primary site of ac-
tion for kisspeptin on reproduction by regulating GnRH secretion
[11,29], a direct effect of kisspeptin at the pituitary level has been
suggested in mammals [16,39]. Kisspeptin receptor and Kiss1
mRNA expression have been both detected in the pituitary
[16,32] and especially in gonadotrophs [39,40,48]. These findings
raised the possibility that kisspeptin may act as a hypophysiotropic
factor. In vitro studies on pituitary actions of kisspeptin in mam-
mals have yielded conflicting results, with no or stimulatory effects
on LH release [39]. To date, only one study reported a direct pitu-
itary effect of kisspeptin on pituitary hormone expression and re-
lease in teleosts. Using dispersed goldfish pituitary cells in
culture and homologous kisspeptin, Yang et al. [60] showed that
kisspeptin stimulated various pituitary hormones including LH re-
lease and expression.

In the present study, we investigated the direct pituitary actions
of kisspeptin in the regulation of gonadotropin gene expression in
the European eel, a model branching at the base of the teleost phy-
logeny. Firstly, the full coding sequence of eel Kissr was cloned.
Secondly, its tissue distribution was determined by qRT-PCR. The
presence of kisspeptin receptor in the eel pituitary suggested a
possible direct pituitary effect of kisspeptin. To test this hypothe-
sis, the effects of kisspeptin on the expression of various pituitary
hormones, including LHb and FSHb, were determined by qRT-PCR,
using eel pituitary cells in primary culture.
2. Materials and methods

2.1. Animals

Female silver European eels (A. anguilla) (body weight between
200 and 400 g) were acquired from Gebr. Dil import–export B.V.
(Akersloot, The Netherlands). The silver prepubertal stage corre-
sponds to the last continental phase of the eel life cycle, preceding
the oceanic reproductive migration. Eels were maintained in aer-
ated freshwater. They were not fed, as they are naturally fasting
at the silver stage. Animal manipulations were performed accord-
ing to the guidelines of the French Ethical Committee and under
the supervision of authorized investigators.

2.2. Peptides

Different forms of kisspeptins, synthesized as previously de-
scribed [23], were tested: human/lamprey kisspeptin1(10) [H/L-
Kiss1(10)], human kisspeptin1(14) [H-Kiss1(14)], lamprey kisspep-
tin1(13) [L-Kiss1(13)], zebrafish kisspeptin1(10) [Zb-Kiss1(10)],
zebrafish kisspeptin2(10) [Zb-Kiss2(10)], zebrafish kisspeptin1(15)
[Zb-Kiss1(15)] and zebrafish kisspeptin2(15) [Zb-Kiss2(15)]
(Table 1).

2.3. Cloning of Kissr

Eels were sacrificed by decapitation. The anterior part of the
brain, including olfactory bulbs, telencephalon and mes-/di-
encephalon, was removed, stored in RNAlater (Ambion Inc., Austin,
TX, USA) and kept frozen at �20 �C until extraction. Total RNA was
extracted from the anterior part of the eel brain using mechanical
homogenization in Trizol Reagent (Invitrogen SARL, Cergy
Pontoise, France) according to the manufacturer’s instructions. Fol-
lowing extraction, samples were submitted to a deoxyribonuclease
I (Roche Ltd., Basel, Switzerland) treatment. One microgram of to-
tal RNA was then reversed transcribed with a SMART RACE cDNA
amplification Kit (Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, CA., USA)
using PrimeScript Reverse Transcriptase (Takara BIO, Otsu, Japan).
Highly conserved regions of transmembrane domains 2, 6, 7 of
kisspeptin receptors from various teleost species were used to de-
sign degenerate primers (Table 2). A standard PCR was performed
as follows: an initial step of polymerase activation for 3 min at
94 �C; then 40 cycles with 30 s at 94 �C for denaturing, 30 s at a
temperature between 54 and 59 �C for annealing depending on
the Tm of primers, 1 min at 72 �C for primer extension, and a single
final extension step of 5 min at 72 �C. Partial fragments of eel Kissr
cDNA were isolated with the QUIAquick gel extraction Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) and directly sequenced at GATC biotech Ltd.
(Konstanz, Germany). Based on these fragments specific primers
were synthesized (Eurofins, Ebersberg, Germany) especially for
RACE PCR. Subsequently, using the Advantage 2 PCR Kit (Clontech),
RACE PCR and nested RACE PCR with 50cDNA or 30cDNA as tem-
plates were performed as follows: an initial step of polymerase
activation for 3 min at 94 �C; then 10 cycles with 30 s at 94 �C
for denaturing, 30 s at 70 �C for annealing, 90 s at 72 �C for primer
extension; then 25 cycles with 30 s at 94 �C for denaturing, 30 s at
68 �C for annealing, 90 s at 72 �C for primer extension and a single
final extension step of 5 min at 72 �C. PCR products of appropriate
estimated size were isolated and directly sequenced (as described
above). The full-length cDNA of the European eel Kissr was com-
piled using MEGA 4.0 software [52] and submitted to GenBank
(Accession No. CBV36798.1).

2.4. Sequence analysis

2.4.1. Genome database analysis
The amino-acid sequences of zebrafish (Danio Rerio), xenopus

(Xenopus tropicalis) and European eel Kissr were used to query liz-
ard (Anolis carolinensis), stickleback (Gasterosteus aculeatus), meda-
ka (Orysias latipes) and sea lamprey (Petromyzon marinus) genomes
with the TBLASTN near exact match (short) algorithm (Ensembl
Genome Browser). The exons and splicing junctions were defined
using the Ensembl protein report service.

2.4.2. Protein secondary structure determination
The seven transmembrane domains were determined using

TMHMM software (TMHMM Server v. 2.0).

2.4.3. Phylogenetic analysis
Amino-acid sequences of known and predicted Kissr were first

aligned using ClustalW [53]. Identity (% of identical amino acids
at the same position) and similarity (% of amino acids, identical
or with similar physico-chemical properties at the same position)



Table 2
Primers used in the 30 and 50 RACE PCR and classical PCR amplification.

Primer ID PCR type 50–30 Sequence Tm (�C) Amplicon size
(bp)

Reference

Kissr-F1 PCR ATCATYTTYYTGSTBTGCTG 54.24 < Tm < 57.07 673 This study
Kissr-R1 PCR GCGTAGGACATGCAGTTGG 58.68 This study
Kissr-F2 PCR CTTCACCGCCACSCTYTAY 59.10 < Tm < 59.67 552 This study
Kissr-R2 PCR GATGGGVCCCCAGCARAY 59.10 < Tm < 64.76 This study
Kissr-F 30RACE CCTCTCCGAGCGGACCATAGGCATAC 70.81 – This study
Kissr-R 50RACE TGGAACAGGATGAAGAGCTGGATGGG 70.71 – This study
UPM (long) 30 and 50 RACE CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 76.31 – Advantage 2PCR Kit (Clontech)
UPM (short) 30 and 50 RACE CTAATACGACTCACTATAGGGC 51.37 – Advantage 2PCR Kit (Clontech)
NUP 30 and 50 RACE AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 61.02 – Advantage 2PCR Kit (Clontech)
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between two sequences were calculated using EMBOSS Matcher.
The protein substitution matrix of the resulting alignment was
determined as JTT using ProTest software [1]. Phylogenetic analysis
of the Kissr sequence alignment was performed using a maximum
likelihood method using RaxML software [49] with 1000 bootstrap
replicates.

2.5. Tissue distribution

2.5.1. Sample collection for tissue distribution
Tissues were collected from six female silver eels to investigate

the distribution of Kissr expression. Eels were sacrificed by decap-
itation. The following organs were quickly removed, stored in RNA-
later and kept frozen at �20 �C until extraction: brain, pituitary,
ovary, eye, muscle, intestine, adipose tissue and liver. Brain was
dissected into five parts according to [45]: olfactory bulbs, telen-
cephalon, di-/mes-encephalon, cerebellum and medulla oblongata.

2.5.2. Tissue RNA extraction and cDNA synthesis
Total RNA from samples was extracted using Trizol reagent

according to the manufacturer’s instructions. Samples were
homogenized by sonication for a few seconds in Trizol. Following
extraction, samples were submitted to a deoxyribonuclease I
(Roche) treatment. First strand cDNA was synthesized using
400 ng of total RNA and a SuperScript III First Strand cDNA Synthe-
sis Kit (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions.
cDNA was stored at �20 �C for use in qRT-PCR studies.

2.6. Primary culture of eel pituitary cells and in vitro treatments

2.6.1. Dispersion and culture
Dispersion and primary culture of pituitary cells were per-

formed using an enzymatic and mechanical method as described
by Montero et al. [31]. Briefly, pituitaries were sectioned into slices
and incubated at 25 �C in a solution of porcine type II trypsin (Sig-
ma). After 1 h, the trypsin solution was replaced by a solution of
DNase (Sigma) and soya bean trypsin inhibitor (Sigma) for
10 min. Pituitary slices were then washed with calcium-free phos-
phate buffer (Gibco, Invitrogen SARL, Cergy Pontoise, France) and
mechanically dispersed by repeated passages through a plastic
transfer pipette (Falcon, Duscher, Brumath, France). After estimat-
ing the number of viable cells by Trypan Blue coloration (Sigma),
cells were plated on 96-well plates (60,000 cells/well) pre-coated
with poly-L-lysine (Sigma). Cultures were performed in serum-free
culture medium (CM: Medium 199 with Earle’s salt, sodium bicar-
bonate, 100 U/ml penicillin, 100 lg/ml streptomycin, 250 ng/ml
fungizone (Gibco)) at 18 �C under 3% CO2 and saturated humidity.

2.6.2. Treatments
Kisspeptin stock solutions (10�4 M) were prepared in ultrapure

water and stored at �20 �C. Stock solutions were diluted in culture
medium just before addition to the culture wells. Kisspeptin treat-
ments were started on Day 0 (24 h after pituitary cell plating). Rep-
licates of five wells for control and each treated group were used.
Culture medium was changed and kisspeptin solutions added to
the cells on Day 0, Day 3, Day 7 and Day 10. Cultures were stopped
on Days 1, 3, 7, 10 and 13 depending on the experiment. The effects
of treatments were tested in at least three independent experi-
ments performed on different cell preparations from different
batches of fish. Figures display the results of a representative
experiment.

2.6.3. RNA extraction and cDNA synthesis
Total RNA was directly extracted in wells using the Cell-to-

cDNA II Kit (Ambion Inc.) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Cells were washed with sterile PBS (Gibco) and lysed with
Cell Lysis II Buffer (80 ll/well). The lysates were digested with
RNase-free DNase I (Roche). Four microliters of RNA solution of
each sample was then reversed transcribed with a SuperScript III
First Strand cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). The cDNA samples
obtained were stored at �20 �C until qRT-PCR.

2.7. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

2.7.1. Primers
2.7.1.1. Design of primers for eel Kissr. Kissr specific primers were
designed based on the full-length European eel sequence obtained
in this study using Primer3 Software (Whitehead Institute/Massa-
chusetts Institute of Technology, Boston, MA, USA) (Table 3). To
optimize the assay, different annealing temperature were tested
according to the Tm of primers. To check their specificity, amplifi-
cation products were sequenced at GATC biotech Ltd.

2.7.1.2. Design of primers for eel thyroid-stimulating hormone beta
subunit (TSHb). Based on the nucleotide sequence of the European
eel TSHb [36,42], gene specific primers were designed and the as-
say was optimized as described above (Table 3).

2.7.1.3. Other gene primers. Gene specific primers were previously
designed based on the nucleotide sequence of the European eel
GPa [37], FSHb [44], LHb [38], GH [15] and b-actin cDNA [59],
the latter being used as reference gene (for details of the primers,
see [3] and Table 3).

All primers were purchased from Eurofins.

2.7.2. SYBR Green assay
2.7.2.1. Protocol. Quantitative assays of eel actin, Kissr and pituitary
hormone gene expression were set up using the light cycler system
with SYBR Green I sequence-unspecific detection. The PCRs were
prepared with 4 ll of diluted cDNA template, 2 ll of PCR grade
water, 2 ll of SYBR Green master mix and 1 ll of each forward
and reverse primer (500 nM each at final concentration). qRT-PCRs
for all genes were performed as follows: an initial step of polymer-
ase activation for 10 min at 95 �C; then 41 cycles with 15 s at 95 �C



Table 3
Gene-specific primers (F for forward and R for reverse) were designed for amplification and quantification of mRNAs of various European eel pituitary hormones and kisspeptin
receptor by qRT-PCR using actin-b as a reference gene. GH, Growth hormone; GPa, glycoprotein a subunit; LHb, luteinizing hormone b subunit; FSHb, follicle-stimulating
hormone b subunit; TSHb, thyroid stimulating hormone b subunit; Kissr, kisspeptin receptor.

Gene Primer 50–30 Sequence Tm (�C) Amplicon size (bp) Ref.

Actin-b Actin-b F AGTATTTGCGCTCGGGTG 58.25 225 [3]
Actin-b R CAGCCTTCCTTCCTGGGT 58.60

GH GH F ACCGTCACCTACATCCTTCAT 56.89 182 [3]
GH R AAATCGGATGGGTACTTGCTG 59.79

GPa GPa F TGCCGACTCCAGGAGAATAA 59.21 183 [3]
GPa R TGTTATCCAGCCTTGTCACC 57.01

LHb LHb F TCACCTCCTTGTTTCTGCTG 57.43 143 [3]
LHb R TAGCTTGGGTCCTTGGTGATG 60.83

FSHb FSHb F TCTCGCCAACATCTCCATC 58.09 99 [3]
FSHb R AGAATCCTGGGTGAAGCACA 59.09

TSHb TSHb F ACTTCTGCGTGGCCATCAAC 61.99 95 This study
TSHb R GGACTACCAGGCGCTTCACC 62.80

Kissr Kissr F GTGGGACTAATCGGGAACT 54.91 113 This study
Kissr R CAGGAAGATGATGTCTGTGG 54.87
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for denaturing, 5 s at 60 �C for annealing, 10 s at 72 �C for primer
extension, 5 s at 83 �C to avoid measurement of non-specific
annealing; and a single final extension step of 5 min at 72 �C. Each
PCR run contained a non-template control (cDNA was substituted
by water) for each primer pairs to confirm that reagents were
not contaminated. The efficiency of all primers was tested and
the specificity of each reaction was assessed by melting curve anal-
ysis to ensure the presence of only one product, and by sequencing.

2.7.2.2. qRT-PCR for tissue distribution. Pools from all individual
cDNA samples were made for each tissue. Serial dilutions of each
tissue pool were run in duplicate for the target Kissr gene to assess
qRT-PCR efficiency. Individual tissue samples were then analyzed
in duplicate by qRT PCR. The specificity of each reaction was as-
sessed by melting curve analysis to ensure the presence of only
one PCR product. The cDNA pool of brain tissues was used as a
common standard curve and also included in each run as a calibra-
tor [59]. Normalization of data was performed using total RNA con-
tent of each sample.

2.7.2.3. qRT-PCR for cell culture experiments. For each cell culture
experiment, serial dilutions of a cDNA pool made from all culture
wells were run in duplicate for the target (GPa, LHb, FSHb, TSHb,
GH) and the reference (b-actin) genes. This allowed to assess
qRT-PCR efficiency and to be used as a standard curve for each
gene. Each culture well cDNA sample was then analyzed in dupli-
cate by qRT-PCR for each target and reference gene expression. The
cDNA pool used for the standard curve was also included in each
run as a calibrator. Normalization was performed using reference
gene (b-actin) expression.

2.8. Statistical analysis

Results are given as mean ± SEM. Means were compared by Stu-
dent’s t-test or one-way ANOVA followed by Dunn’s multiple com-
parison test, using Instat (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA).
3. Results

3.1. Cloning of eel Kissr

After the sequencing of the RACE PCR products, the whole se-
quence obtained was 1472 bp in length (Fig. 1A). The 50 and 30

UTR were, respectively, 218 and 168 bp in length. Once translated,
the 1086-bp coding sequence gives a 361-aa length protein with
seven conserved transmembrane domains. Each of those seven
transmembrane domains is made of an alpha helix (aH). According
to the TMHMM software, the seven aH are positioned as follows:
aH1 from aa 36 to 58, aH2 from aa 71 to 93, aH3 from aa 108 to
127, aH4 from aa 148 to 170, aH5 from aa 198 to 220, aH6 from
aa 256 to 278, aH7 from aa 293 to 315 (Fig. 1A). The closest protein
sequences from this receptor appeared to be teleost GPR54 (or
Kissr) among which goldfish (Carassius auratus) GPR54a with
84.2% of identity and 90.7% of similarity and zebrafish (D. rerio)
Kiss1ra with 83.9% of identity and 88.8% of similarity.
3.2. Phylogenetic analysis of Kissr

In addition to the cloning of a European eel Kissr, we searched
for putative Kissr genes present in other vertebrate species using
Ensemble Genome Browser. We found Kissr candidate genes in
the genomes of several vertebrates including lizard (in scaffold
10), stickleback (in chromosome group III), and sea lamprey (in
super contig 847) (Fig. 1B).

Our phylogenetic analysis (Fig. 2) clustered the teleost kisspep-
tin receptors into two separate groups. The major teleost Kissr
group, named teleost clade A in the present study, encompassed
the eel Kissr and most of the known teleost Kissrs. Eel Kissr
branched at the base of this group in agreement with the basal
phylogenetic position of A. anguilla among teleosts. The sister
group of teleost clade A was composed of two amphibian Kissr,
xenopus GPR54-2, and bullfrog GPR54. The other teleost Kissr clus-
ter, named teleost clade B in this study, grouped the additional
kisspeptin receptors characterized in a few teleost species, medaka
GPR54-1, zebrafish Kiss1rb and goldfish GPR54b. Teleost clade B
was more closely related to the mammalian kisspeptin receptors
than clade A.
3.3. Tissue distribution of eel Kissr

As shown in Fig. 3, eel Kissr mRNA was differentially expressed
in the organs investigated. The highest levels of Kissr mRNA
expression were observed in the brain and pituitary. In the brain,
Kissr mRNA was mostly expressed in the telencephalic and
di-mesencephalic areas and to a lesser extent in the medulla oblon-
gata, olfactory bulbs and corpus cerebellum. The peripheral organs,
intestine, ovary, eye and muscle exhibited a very low expression
level of Kissr while adipose tissue and liver had no detectable
expression.



Fig. 1. Molecular cloning of eel Kissr. (A) Nucleotide and deduced amino-acid sequence of the cDNA encoding the eel Kissr. Nucleotides (top) are numbered from 50 to 30 . The
amino-acid residues (bottom) are numbered beginning with the first methionine residue in the ORF. The asterisk (�) indicates the stop codon. The predicted seven
transmembrane domains (TMD) are underlined. (B) Alignment of the amino-acid sequences of Kissr from eel and other vertebrates. The entire amino-acid sequences were
aligned. Conserved amino-acid residues are shaded. The predicted seven TMD are underlined.
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Fig. 2. Phylogenetic tree of the vertebrate Kisspeptin receptor (Kissr) constructed based on the amino-acid sequence of Kissr using the maximum likelihood method with
1000 bootstrap replicates. The number shown at each branch node indicates the bootstrap value (%); only values and branching above 50% are indicated. Some of the
sequences used for this phylogenetic reconstruction were taken from NCBI database: human kiss-1R (Homo sapiens: NP_115940.2), mouse kiss-1R (Mus musculus:
NP_444474.1), rat kiss-1R (Ratus norvegicus: NP_076482.1), pig kiss-1R (Sus scrofa: NP_001038089.1), sheep GPR54 (Ovis aries: ADI50282.1), ornithorhynchus GPR54a
(predicted Ornithorhynchus anatinus: XP_001507133.1), ornithorhynchus GPR54b (predicted Ornithorhynchus anatinus: XP_001515272.1), bullfrog GPR54 (Rana catesbeiana:
ACD44939.1), sole GPR54 (Solea senegalensis: ABW96362.1), tilapia GPR54 (Oreochromis niloticus: BAD34454.1), mulet GPR54 (Mugil cephalus :ABG76790.1), croaker GPR54
(Micropogonias undulatus, ABC75101.1), cobia GPR54 (Rachycentron canadum: ABG82165.1), goldfish GPR54a (Carassius auratus: ACK77792.1), goldfish GPR54b (Carassius
auratus: ACK77793.1), zebrafish Kiss1ra (Danio rerio: NP_001099149.1), zebrafish Kiss1rb (Danio rerio: NP_001104001.1), opossum GPR54 (predicted Monodelphis domestica:
XP_001374752.1), fugu Kissr (Takifugu niphobles: BAJ15876.1), grouper GPR54 (Epinephelus coioides: ACT65994.1), tuna GPR54 (Thunnus maccoyii: ACT78954.1), xenopus
GPR54-2 (Xenopus (Silurana) tropicalis: ACJ50537), xenopus GPR54-1b (Xenopus (Silurana) tropicalis: ACJ50536), xenopus GPR54-1a (Xenopus (Silurana) tropicalis: ACJ50535),
saccoglossus Kissr-1 (Saccoglossus kowalevskii: NP_001161573), amberjack Kissr-1A (Seriola lalandi: ACT78955), halibut Kiss1r (Hippoglossus hippoglossus: ADC96613.1). The
sequences of lizard Kissr (Anolis carolinensis), medaka GPR54-1 and GPR54-2 (Oryzias latipes) [21], stickleback Kissr (Gasterosteus aculeatus) and lamprey Kissr (Petromyzon
marinus) were predicted from their genome, available at Ensembl Genome Browser server. The tree was rooted using the sequences of the hemichordata Saccoglossus GPR54-
1. The cloned sequence, in this study, of European eel Kissr (Anguilla Anguilla: CBV36798.1) is underlined.
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3.4. Cell culture experiments

3.4.1. Kinetics of the effects of human/lamprey-kisspeptin1(10) on LHb
and FSHb mRNA levels

Eel pituitary cells were treated with 10�6 M H/L-Kiss1(10) and
the cultures were stopped after 1, 3, 7, 10 and 13 days (Fig. 4). From
1 to 3 days of treatment, H/L-Kiss1(10) had no significant effect,
whereas from 7 to 13 days of treatments, H/L-Kiss1(10) had a signif-
icant inhibitory effect on LHb mRNA levels with, respectively, 58% of
inhibition after 7 days of treatment (P < 0.01), 63% of inhibition after
10 days of treatment (P < 0.01) and 52% of inhibition after 13 days of
treatment (P < 0.001), as compared to controls (Fig. 4B). In contrast,
H/L-Kiss1(10) had no effect on FSHb mRNA levels whatever the dura-
tion of treatment (Fig. 4A). According to this, 10-day treatments
were applied for the following experiments.
3.4.2. Dose-dependent effect of H/L-Kiss1(10) on LHb mRNA levels
The effects of various concentrations of H/L-Kiss1(10) (from

10�12 to 10�6 M) were tested over 10 days of culture (Fig. 5A). H/L-
Kiss1(10) had no significant effect on LHb mRNA levels at
concentrations of 10�12 and 10�10 M, but significantly inhibited
LHb mRNA levels at 10�8 and 10�6 M, with, respectively, 40% of inhi-



Fig. 3. Tissue distribution of eel Kissr mRNA as analyzed by qRT-PCR in various
parts of the brain, in the pituitary and peripheral tissues. Olfactory bulbs (OB),
telencephalon (Tel), di-/mes-encephalon (Di/Mes), cerebellum (Cb), medulla oblon-
gata (MO), pituitary (Pit), ovary (Ovary), eye (Eye), intestine (Int), muscle (Mus),
adipose tissue (Fat) and liver (Liver). The relative abundance of Kissr mRNA was
normalized to the amount of total RNA. Each bar represents mean ± SEM from six
individuals.

Fig. 4. Time course of the effect of Human/Lamprey Kiss1(10) on FSHb (A) and LHb
(B) expression in primary culture of eel pituitary cells. Pituitary cells were
incubated with 10�6 M H/L-Kiss1(10) and the incubation was stopped after,
respectively, 1, 3, 7, 10 or 13 days of treatment. LHb and FSHb mRNA levels were
quantified by qRT-PCR. Data were normalized against b-actin. Each point represents
mean ± SEM from five well replicates. Different letters indicate significant differ-
ences, ANOVA.

Fig. 5. Effect of 10 day-treatment with kisspeptins on pituitary hormone expression
by cultured eel pituitary cells. Data were normalized against b-actin. Each point
represents mean ± SEM from five well replicates. (A) Effect of various concentra-
tions (10�12–10�6 M) of Human/Lamprey Kiss1(10) on LHb mRNA levels. Different
letters indicate significant differences, ANOVA. (B) Effect of various kisspeptins at
10�8 M on LHb mRNA levels. Different letters indicate significant differences,
ANOVA. (C) Effect of Human/Lamprey Kiss1(10) at 10�8 M on the expression of
various pituitary hormones. ⁄P < 0.05 versus controls, Student’s t-test.
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bition (P < 0.05) and 49% of inhibition (P < 0.01) as compared to
controls.

3.4.3. Effects of different forms of kisspeptins on LHb mRNA levels
The effects of various kisspeptins, H/L-Kiss1(10), H-Kiss1(14),

L-Kiss1(13), Zb-Kiss1(10), Zb-Kiss1(15), Zb-Kiss2(10), Zb-Kiss2(15)
were tested at a concentration of 10�8 M over 10 days of culture
(Fig. 5B). All tested peptides exerted a significant inhibitory effect
on LHb expression ranging from 36% to 75% of inhibition compared
to controls.
3.4.4. Effect of H/L-Kiss1(10) on other pituitary hormone mRNA levels
To test whether the inhibitory effect of kisspeptin was specific

to LHb expression, the action of 10�8 M H/L-Kiss1(10) was investi-
gated on other pituitary hormones (Fig. 5C). After 10 days of treat-
ment, H/L-Kiss1(10) had an inhibitory effect on LHb mRNA levels
with 40% of inhibition compared to controls (P < 0.05). In contrast,
the peptide had no effect on TSHb nor on FSHb nor on common a
glycoprotein subunit (GPa) mRNA levels. Similarly, H/L-Kiss1(10)
did not induce any change in GH mRNA levels.
4. Discussion

4.1. Cloning of an eel Kissr

In the present study, a new G-protein coupled receptor, related
to the kisspeptin receptor (GPR54/Kissr), was characterized in the
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European eel. Phylogenetic analysis indicated that the eel Kissr
branches at the base of a clade (named in this study teleost clade
A) which includes most of the teleost Kissrs described to date. This
phylogenetic position is consistent with the basal position of elop-
omorphs in the phylogeny of teleosts. The sister group to this tel-
eost clade A is composed of xenopus GPR54-2 and bullfrog GPR54.
This suggests that these amphibian Kissrs and teleost clade A Kissrs
derive from a common ancestral Kissr subtype. This Kissr subtype
would have been present in the common ancestor of actinoptery-
gian and sarcopterygian lineages and may have been lost in the
mammalian lineage. An additional Kissr has been evidenced in a
few teleost species (medaka, zebrafish and goldfish), forming a sec-
ond teleost Kissr clade (named in this study teleost clade B). Tele-
ost clade B is more closely related than teleost clade A to
mammalian Kissr and to the other amphibian Kissr subtypes
(xenopus GPR54-1a and b). Future studies will aim at looking for
the potential presence of a clade B Kissr in the eel.

The teleost clade A, which includes the present eel Kissr, com-
prises the kiss1r of the sole (Solea senegalensis) which is, to date,
the only species for which two splice isoforms of the receptor,
kiss1r_v1 and kiss1r_v2, have been described [28]. We searched,
by performing targeted PCRs in the exon 3–4 junction region, for
the possible presence of splice isoforms of eel Kissr in the eel brain
and gonads, as for the sole Kissr, but could not detect any splice
variants in the eel.
4.2. Tissue distribution of eel Kissr

In the European eel, we observed that Kissr mRNA was primar-
ily expressed in the brain especially in the telencephalon and in the
di-/mes-encephalon areas, which are known to contain GnRH neu-
rones in the eel [30]. Using laser capture microdissection, Parhar
et al. [35] were the first to observe, in the tilapia (Oreochromis nil-
oticus), expression of Kissr mRNA in GnRH neurons. In the fathead
minnow (Pimephales promelas), Kissr expression was detected pre-
dominantly in the telencephalon and moderately in the olfactory
bulbs/tracts, optic tectum and hypothalamus/midbrain tegmen-
tum [13]. In the zebrafish and goldfish, both forms of Kissr are in-
tensely expressed in the telencephalon, diencephalon, midbrain
and hindbrain [4,24]. In the tilapia and halibut (Hippoglossus hip-
poglossus), Kissr expression is highest in the brain compared to
other examined organs [25,27]. In the sole, which possesses splice
isoforms of kiss1r, kiss1r_v1 mRNA levels significantly exceed those
of the splice variant kiss1r_v2 in the brain [28].

The kisspeptin receptor was also well detectable in the eel pitu-
itary gland. Kissr expression has already been observed in male and
female tilapia pituitaries [25]. Both gpr54a and gpr54b are ex-
pressed in the goldfish pituitary [24] while only the kiss1rb isoform
is detected in the zebrafish pituitary [4].

In the European eel, we found that expression of Kissr was low
in peripheral organs including ovary, eye, intestine and muscle.
Kissr mRNA was even undetectable in eel adipose tissue and liver.
Similarly, in the tilapia, Kissr expression levels are close to detec-
tion limits in the tested peripheral organs, i.e. heart, kidney, liver,
gonad and muscle [25]. In zebrafish, only kiss 1rb mRNA is present
in the testis and ovary, whereas only kiss 1ra is expressed in non-
gonadal tissues such as spleen, gill, kidney, intestine, pancreas,
muscle and adipose tissue [4], suggesting tissue specific expres-
sion. A differential tissue distribution of two Kissr is also observed
in another cyprinid, the goldfish, where gpr54a is expressed exclu-
sively in the gonads and adipose tissue, while gpr54b is expressed
in all peripheral tissues examined [24]. Future studies will aim at
investigating the presence of a potential second Kissr in the Euro-
pean eel and analyzing its tissue distribution. In the sole, the pre-
dominant splice isoform in the gonads, the heart, kidney and gall
bladder is kiss1r_v2, whereas intestine only expresses kiss1r_v1
[28].

4.3. Direct pituitary effect of kisspeptins

As we found a significant expression of Kissr mRNA in the eel
pituitary, we have looked for a possible direct pituitary effect of
kisspeptin, using primary cultures of eel pituitary cells. We ob-
served an unexpected inhibitory effect of H/L-Kiss1(10) on LHb
expression. This inhibitory effect was time-dependent from 1 to
13 days of treatment, and was dose-dependent for concentrations
ranging from 10�12 to 10�6 M.

Kisspeptin(10) can be classified into three groups according to
their N- and C-terminal amino-acid residues. Kisspeptin1(10) pos-
sess a Y residue in the first and the tenth positions and are called
‘‘Y–Y form’’, except human and lamprey Kiss1(10) which are called
the ‘‘Y–F form’’. All kisspeptin2(10) possess a F residue in the first
and the tenth positions, and are called ‘‘F–F form’’. Since the se-
quence of eel kisspeptin is still unknown, we have tested the effect
of representatives of the three known kisspeptin-10 groups [H/L-
Kiss1(10), Zb-Kiss1(10) and Zb-Kiss2(10)]. We found that all pep-
tides inhibited LHb expression. Longer forms of kisspeptins were
also tested [H-Kiss1(14), L-Kiss1(13), Zb-Kiss1(15) and Zb-
Kiss2(15)], and they also exerted an inhibitory effect on eel LHb
expression.

To the best of our knowledge, this is the first report describing
an inhibitory effect of kisspeptin on gonadotropin expression.
Moreover, the inhibitory effect of the peptide on LHb was specific,
since kisspeptin did not affect the expression of any of the other
pituitary glycoprotein hormone subunits (GPa, FSHb, TSHb) nor
that of GH.

Considering the relatively long incubation period (several days)
required to get a significant inhibitory effect of kisspeptin on LHb
expression, one may hypothesize the involvement of local produc-
tion of autocrine/paracrine factors [40]. Development of in situ
hybridization studies will allow revealing if Kissr is expressed by
LH cells themselves and/or by other cell types in the eel pituitary.
Future studies, at the protein level, will also aim at assessing
whether the inhibitory effect of kisspeptin on eel LHb subunit
expression is also evidenced on LH synthesis and release.

The direct pituitary effect of kisspeptin in vertebrates is still
controversial [39]. The first studies in rat static cultures of anterior
pituitary fragments and pituitary cells failed to demonstrate a di-
rect effect of kisspeptins on either LH or FSH secretion [26,54].
However, other studies showed that kisspeptin could induce LH re-
lease (rat: [16,33]; bovine: [51]; ovine: [48]). Concerning FSH, Nav-
arro et al. [33] reported a positive effect of kisspeptin, not on basal,
but on GnRH-stimulated FSH release in rat. To date, in teleosts,
only one study reported a direct pituitary effect of kisspeptin on
pituitary hormone expression and release. Using dispersed pitui-
tary cells in culture and homologous kisspeptin1(10) (‘‘Y–Y form’’),
Yang et al. [60] showed that kisspeptin1(10) stimulated LH release
in goldfish after short term treatment (from 30 to 180 min). This
effect was not specific of LH since releases of prolactin (PRL) and
GH were also elevated. Messenger RNA levels were unaltered after
this short-term treatment, but an increase in the expression of the
three pituitary genes (LHb, PRL, and GH) could be observed after
longer incubation (24 h) with kisspeptin1(10) [60]. Another study
in the same species failed to show any in vitro effect of homologous
kisspeptin2(10) (‘‘F–F form’’) on LH secretion [24].

These data indicate that in teleosts as in mammals, the direct
pituitary effect of kisspeptin may largely vary. Considering the very
unique life cycle of the eel, one may speculate that the direct inhib-
itory effect of kisspeptin on pituitary LH expression may represent
one of the species-specific mechanisms of the prepubertal block-
ade of eel sexual maturation at the pre-migratory silver stage. It
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will be relevant to investigate whether the inhibitory effect of kiss-
peptin may be stage-dependent, by conducing similar studies on
eels at the previous juvenile sedentary stage (‘‘yellow’’ eels) as well
as on experimentally maturing eels.

4.4. Diversity of pituitary effects of RFamide peptides

Kisspeptins belong to the RFamide superfamily of regulatory
peptides. Among this superfamily, the GnIH (gonadotropin inhibi-
tory hormone) group is characterized by its conserved C-terminus
LPXRFamide motif (X = Q or L). GnIH peptides were first discovered
in birds [56] for their in vitro inhibitory effect on gonadotropin re-
lease and expression [5,56]. They were then described in mamma-
lian species with the same inhibitory effect [6]. In the bullfrog
(Rana catesbeiana), the GnIH homologue (fGRP) and the fGRP-re-
lated peptide (fGRP-RP-2), both encoded by the same gene and
cleaved from the same precursor, were identified as mature
peptides [17,57]. In contrast to GnIH action in birds, those two
peptides had no effect on gonadotropin release, while they were
able to stimulate PRL and GH release by bullfrog anterior pituitary
cells in culture [17,57]. In the goldfish, three peptides encoded by
the same gene and presenting the LPXRFamide motif at their C-ter-
minus were identified as GnIH-related peptides and named
gfLPXRFa-1, -2 and -3 [43]. They were reported to stimulate the re-
lease of anterior pituitary hormones (LH, FSH, GH) from pituitary
cells of sockeye salmon [2]. These data, combined with our unex-
pected observation of a specific inhibitory effect of kisspeptin on
LHb expression in the eel, suggest a large diversity in the effects
of the RFamide peptides according to species. Further studies are
needed to clarify the pituitary effects of the various RF-amide pep-
tides in vertebrates.

To conclude, the present study provided evidence for the exis-
tence of a kisspeptin system in the eel and revealed, for the first
time in any vertebrate species, an inhibitory action of kisspeptin
on the gonadotrope axis, via a direct effect on pituitary LH expres-
sion. Future studies will aim at characterizing endogenous kisspep-
tin and other RFamide peptides in the European eel and comparing
their direct regulatory effects on pituitary function.
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Origine et histoire évolutive des récepteurs 

aux kisspeptines chez les vertébrés : apports 

des nouveaux génomes et étude de la 

conservation des Kissr chez l’anguille par 

détermination de leur distribution tissulaire 

et de leur régulation au cours d’une 

maturation expérimentale.  
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1. Introduction de l’article 2  

Le chapitre qui suit s’inscrit dans un contexte différent du précédent. A cette époque, 

plusieurs génomes d’intérêt phylogénétique, y compris celui de l’anguille européenne, ont été 

rendus accessibles. Nos recherches de récepteurs aux kisspeptines dans ces nouvelles bases de 

données ont révélé l’existence de deux Kissr supplémentaires chez l’anguille, portant à trois le 

nombre de récepteurs aux kisspeptines chez cette espèce. Jusque là, le maximum de Kissr 

identifiés chez les téléostéens était de deux. Nos recherches ont également mis en évidence la 

présence de quatre Kissr chez un sarcoptérygien basal, le cœlacanthe, et chez un 

actinoptérygien non-téléostéen, le lépisostée tacheté. Le nombre maximal de Kissr, chez les 

vertébrés, était jusqu’à lors de trois chez le xénope.  

Devant l’augmentation de la diversité potentielle des Kissr chez les vertébrés, il 

devenait impératif de revisiter la classification au sein de cette famille de gène. Il était 

également important de déterminer quels événements évolutifs avaient pu conduire à une telle 

diversité chez les vertébrés.  

L’analyse phylogénétique des Kissr de vertébrés a permis de définir quatre clades : 

Kissr-1, Kissr-2, Kissr-3 et Kissr-4. L’analyse des régions génomiques conservées, ou 

synténies, à proximité des Kissr pour plusieurs espèces de vertébrés a permis d’arriver à la 

même conclusion que pour l’analyse phylogénétique, à savoir l’existence de quatre Kissr 

paralogues. De plus, les synténies ont permis de conclure à une origine unique des quatre 

Kissr avant les deux premières duplications génomiques globales (1R et 2R) survenues très tôt 

dans l’histoire évolutive des vertébrés. L’impact de la 3R, propre aux téléostéens, sur le 

nombre de Kissr aurait été masqué par de nombreuses pertes dans cette lignée.  

Néanmoins, certains téléostéens possèdent toujours un système kisspeptine avec 

plusieurs Kissr. Afin de mieux comprendre les mécanismes évolutifs conduisant à la 

conservation de multiples copies d’un gène, nous avons étudié les distributions tissulaires des 

trois Kissr d’anguille, ainsi que leurs régulations au cours d’une maturation expérimentale. 

Les résultats de ces deux expériences suggèrent qu’un processus de sub-fonctionnalisation des 

Kissr dans la fonction de reproduction de l’anguille aurait permis la conservation d’une telle 

diversité. 

 

2. Article 2: Multiple kisspeptin receptors in early osteichthyans provide new insights 

into the evolution of this receptor family. 

  

 



Multiple Kisspeptin Receptors in Early Osteichthyans
Provide New Insights into the Evolution of This Receptor
Family
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Abstract

Deorphanization of GPR54 receptor a decade ago led to the characterization of the kisspeptin receptor (Kissr) in mammals
and the discovery of its major role in the brain control of reproduction. While a single gene encodes for Kissr in eutherian
mammals including human, other vertebrates present a variable number of Kissr genes, from none in birds, one or two in
teleosts, to three in an amphibian, xenopus. In order to get more insight into the evolution of Kissr gene family, we
investigated the presence of Kissr in osteichthyans of key-phylogenetical positions: the coelacanth, a representative of early
sarcopterygians, the spotted gar, a non-teleost actinopterygian, and the European eel, a member of an early group of
teleosts (elopomorphs). We report the occurrence of three Kissr for the first time in a teleost, the eel. As measured by
quantitative RT-PCR, the three eel Kissr were differentially expressed in the brain-pituitary-gonadal axis, and differentially
regulated in experimentally matured eels, as compared to prepubertal controls. Subfunctionalisation, as shown by these
differences in tissue distribution and regulation, may have represented significant evolutionary constraints for the
conservation of multiple Kissr paralogs in this species. Furthermore, we identified four Kissr in both coelacanth and spotted
gar genomes, providing the first evidence for the presence of four Kissr in vertebrates. Phylogenetic and syntenic analyses
supported the existence of four Kissr paralogs in osteichthyans and allowed to propose a clarified nomenclature of Kissr
(Kissr-1 to -4) based on these paralogs. Syntenic analysis suggested that the four Kissr paralogs arose through the two
rounds of whole genome duplication (1R and 2R) in early vertebrates, followed by multiple gene loss events in the
actinopterygian and sarcopterygian lineages. Due to gene loss there was no impact of the teleost-specific whole genome
duplication (3R) on the number of Kissr paralogs in current teleosts.
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Introduction

In 1999, a novel G protein-coupled receptor named GPR54 was

cloned from the rat brain [1]. GPR54 ligands were later shown to

be kisspeptins, previously described as metastasis suppressors,

encoded by Kiss1 gene [2]. As soon as this link between kisspeptins

and GPR54 was unveiled, major discoveries in the field of

reproductive endocrinology were realised. Kisspeptin and its

receptor (GPR54/Kissr) emerged as major upstream regulators of

the gonadotropic axis in mammals, by their key roles in the control

of GnRH, mediation of steroid feedbacks, as well as initiation of

puberty [3].

In mammalian species, a single gene, named Kiss1r, encodes for

the kisspeptin receptor. To date the only exception is the platypus

(Ornithorhynchus anatinus), a non-placental mammal, in which two

receptors are present [4]. Contrasting situations are found in other

tetrapods, as shown by a lack of Kissr in birds and up to three Kissr

paralogous genes in an amphibian species, the xenopus (Xenopus

tropicalis) [4]. In teleosts, at least one Kissr is present in all species

investigated so far (for review [5]). A second Kissr gene could be

evidenced in some species including zebrafish (Danio rerio) [6],

goldfish (Carassius auratus) [7], medaka (Oryzias latipes) [4], and

striped bass (Morone saxatilis) [8]. However, this second paralog is

lacking in the genomes of other teleosts, such as fugu (Takifugu

niphobles), tetraodon (Tetraodon nigroviridis) and stickleback (Gaster-

osteus aculeatus). Concerning cyclostomes, we recently identified one

Kissr gene in the sea lamprey (Petromyzon marinus) genome [9]. The

homology relationships between the various Kissr and the

evolutionary events that led to such diversity are still ambiguous.

Recently the genomes of three osteichthyan species of particular

phylogenetic interest have been published: the coelacanth,

Latimeria chalumnae, a representative of early sarcopterygians
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(coelacanth genome project, Broad Institute), the spotted gar,

Lepisosteus oculatus, a non-teleost actinopterygian [10], and the

European eel, Anguilla anguilla, a member of an early group of

teleosts (elopomorphs) [11]. In the present study, we investigated

the presence of Kissr in the genome of those relevant species.

We previously initiated the study of Kissr in the eel [9]. Due to its

phylogenetical position, the eel may provide insights into ancestral

regulatory functions in teleosts [12], the largest group of

vertebrates. Furthermore, its striking biological cycle, with a

blockade of sexual maturation as long as the reproductive oceanic

migration is not performed, makes the eel a powerful model to

investigate neuroendocrine mechanisms of puberty [13]. We

formerly cloned the cDNA of one Kissr from the European eel

brain [9].

In the present study, we report the occurrence of two additional

Kissr in the eel, providing the first evidence for three Kissr in a

teleost species. We also identified four Kissr in both coelacanth and

spotted gar genomes, providing the first evidence for the presence

of four Kissr in vertebrate species. Phylogenetic and syntenic

analyses allowed us to assess the existence of four Kissr paralogs in

osteichthyans and to raise new hypotheses on the origin and

evolutionary history of vertebrate Kissr family. These data also let

us propose a clarified Kissr nomenclature, based on these four

paralogons. Finally, in order to get some insights into the potential

process driving the conservation or the loss of multiple Kissr, we

focused on the analyses of their tissue distributions and regulations

during experimental maturation in the eel.

Materials and Methods

Animals
European eels (Anguilla anguilla) were at the prepubertal ‘‘silver’’

stage, which corresponds to the last continental phase of the eel life

cycle, preceding the oceanic reproductive migration. Cloning and

tissue distribution were performed using female and male eels

purchased from Rungis International Market (Rungis, France) and

transferred to MNHN, France. Eel manipulations were performed

according to the guidelines of the French Ministry of Agriculture

and Fisheries; Veterinary Department for Animal Health and

Protection, under the supervision of authorised investigators

(agreement NuI-75UPMC-F1-07). Experimental gonadal matura-

tion was performed on farmed female eels at the DTU Aqua

research facility at Lyksvad Fishfarm, Vamdrup, Denmark. Eel

manipulations and experimental maturation were performed

according to the guidelines of Danish Ministry of Food,

Agriculture and Fisheries; Danish Veterinary and Food Admin-

istration (Approval reference for maturation experimentations:

2010/561-1783 ‘‘artificial reproduction of European eel’’). Pain,

suffering and stress were attempted minimized during transport

and rearing throughout the experiments. All eels were anesthetized

using benzocaine before sacrifice and whenever needed in relation

to treatment.

Identification of Kissr sequences
European eel genome database analysis. The TBLASTN

algorithm of the CLC DNA Workbench software (CLC bio,

Aarhus, Denmark) was used to retrieve the genomic sequences of

three Kissr (named Kissr-1, Kissr-2 and Kissr-3) from the European

eel genome database [11]. The peptidic sequences of the

previously characterized eel Kissr (named here Kissr-2) [9], of

the two zebrafish Kissr, and of the three xenopus Kissr were used as

queries.

Coelacanth and spotted gar genomic database

analyses. The TBLASTN algorithm (search sensitivity: near

exact matches (short)) of the e!ENSEMBL website was used to

retrieve the genomic sequences of four coelacanth Kissr and four

spotted gar Kissr from their genomic databases, respectively. The

peptidic sequences of the three eel Kissr identified in the present

study, of the three xenopus Kissr and of the two predicted platypus

Kissr were used as queries.

The exons and splicing junctions were predicted using the

empirical nucleotidic splicing signatures, i.e. intron begins with

‘‘GT’’ and ends with ‘‘AG’’. The 7 transmembrane domains were

determined using TMHMM software (TMHMM Server v. 2.0).

Phylogenetic analysis
Amino-acid sequences of 51 known or predicted Kissr were first

aligned using ClustalW [14], then manually adjusted. The JTT

(Jones, Taylor and Thornton) protein substitution matrix of the

resulting alignment was determined using ProTest software [15].

Phylogenetic analysis of the Kissr sequence alignment was

performed using the maximum likelihood method (RaxML

software [16]), with 1,000 bootstrap replicates.

Identity and similarity percentages between two sequences were

calculated using EMBOSS Matcher.

Syntenic analysis
The synteny analyses of the eel Kissr-1, Kissr-2, Kissr-3 genomic

regions were manually performed using CLC DNA Workbench 6

software and the European eel genome database. The analyses of

the neighbouring genes of the four predicted spotted gar Kissr were

performed using the preliminary gene annotation of the genome

assembly LepOcu1 generated by Ensembl release 67. Synteny

maps for the genomic neighbourhoods of the Kissr genes in human,

platypus, lizard (Anolis carolinensis), xenopus, zebrafish, medaka,

stickleback, tetraodon and coelacanth ( as well as of the

corresponding region in chicken (Gallus gallus) were performed

using the PhyloView of Genomicus v67.01 web site [17]. The

analysis of the neighbouring genes of the four predicted coelacanth

Kissr paralogs was completed by the automatic and manual gene

annotation of the coelacanth genome.

Cloning of the full-length cDNAs encoding eel Kissr-1 and
Kissr-3

Total RNA from eel brain (di-/mes-encephalon) was extracted

using Trizol reagent and reverse-transcripted as previously

described [9]. 59 and 39 UTR genomic sequences of predicted

Kissr-1 and Kissr-3 were used to design specific primers (Table S1)

in order to amplify by PCR their full coding sequences (CDS).

Standard PCRs were performed as follows: an initial step of

polymerase activation for 3 min at 94uC; then 40 cycles with 30 s

at 94uC for denaturing, 30 s at various temperatures (54uC for

Kissr-1 and 66uC for Kissr-3) for annealing, 1 min 30 s at 72uC for

primer extension, and a single final extension step of 5 min at

72uC. PCR products were purified with the QUIAquick PCR

Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and inserted in a

pCRTM4-TOPOH TA vector provided by the TOPOH TA

CloningH Kit (Invitrogen). The vectors were then transfected in

One ShotH TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen).

After the bacteria containing a vector with insert had grown in

miniprep cultures, vectors were extracted and purified using

QUIAquick Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Their

inserts were then sequenced at GATC biotech Ltd (Konstanz,

Germany). The obtained sequences were submitted to EMBL.

Multiple Kissr in Early Osteichthyans
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Kissr tissue distribution in the eel
Various tissues were collected from eight freshwater female

silver European eels to investigate the distribution of Kissr-1, Kissr-2

and Kissr-3 expressions, using qPCR. Eels were sacrificed by

decapitation. The following organs were sampled, stored in

RNAlater (Ambion-Inc, Austin, TX, USA) and kept frozen at

220uC until RNA extraction: brain, pituitary, ovary, muscle, eye,

liver, adipose tissue, kidney, intestine and spleen. The brain was

dissected into five parts [18]: olfactory bulbs, telencephalon, di-/

mes-encephalon, cerebellum and medulla oblongata. In addition, testes

from eight freshwater male silver European eels were also

sampled.

Eel experimental maturation
Farmed female silver European eels transferred to seawater

(36%) received weekly injections of salmon pituitary extract for

four months to induce vitellogenesis followed by one dihydroxy-

progesterone injection to induce final oocyte maturation and

ovulation, according to [19]. Analyzes were performed on nine

matured eels and seven controls. After sacrifice, anterior brain

divided in two parts (olfactory bulbs/telencephalon; di-/mesen-

cephalon), pituitary and ovary were dissected and stored in

RNAlater and kept frozen at 220uC until RNA extraction.

Quantitative real-time PCR (qPCR)
Eel Kissr-1, Kissr-2 and Kissr-3 specific primers (Table S1) were

designed based on the full-length European eel CDS sequences

cloned in this study (Kissr-1 and Kissr-3) and previously [9] (Kissr-2),

using Primer3 Software (Whitehead Institute/Massachusetts Insti-

tute of Technology, Boston, MA). The Kissr-3 qPCR primers were

designed in exon-3, to quantify the expression level of the three

Kissr-3 mRNA splicing isoforms at once. To optimize the assays,

different annealing temperatures were tested according to the

melting temperature (Tm) of primers. To assess their specificity,

amplification products were sequenced at GATC Biotech Ltd.

Primers for European eel LHb, mGnRH and reference gene b-actin

were as previously designed [18,20] (Table S1). All primers were

purchased from Eurofins (Ebersberg, Germany).

Quantitative assays of eel Kissr-1, Kissr-2, Kissr-3, mGnRH, LH-b
and b-actin mRNAs were performed using the LightCyclerH
System (Roche, Ltd. Basel, Switzerland) with SYBER Green I

sequence-unspecific detection as previously described [18,20,21].

The qPCR primers are listed in Table S1. The qPCRs were

prepared with 4 ml of diluted cDNA template, 2 ml of PCR grade

water, 2 ml of SYBR Green master mix and 1 ml of each forward

and reverse primer (0.5 pmole each at final concentration). The

qPCRs were performed as follows: an initial step of polymerase

activation for 10 min at 95uC; then 41 cycles with 15 s at 95uC for

denaturing, 5 s at 60uC (Kissr-1, Kissr-2, mGnRH, LH-b and b-actin)

or 62uC (Kissr-3) for annealing, 10 s at 72uC for primer extension,

5 s at 83uC to avoid measurement of non-specific annealing; and a

single final extension step of 5 min at 72uC. Each qPCR run

contained a non-template control (cDNA was substituted by water)

for each primer pairs to confirm that reagents were not

contaminated. The efficiency of all primers was tested and the

specificity of each reaction was assessed by melting curve analysis

to ensure the presence of only one product, and by sequencing.

Individual tissue samples were then analyzed in duplicate by

qPCR. Serial dilutions of cDNA pool of brain tissues were run in

duplicate and used as a common standard curve and also included

in each run as a calibrator. Normalisation of data was performed

using total RNA content for the tissue distribution samples, and

using b-actin mRNA level for experimental maturation samples.

Statistical analysis
Results are given as mean 6 SEM. Means were compared by

Student’s t-test using Instat (GraphPad Software Inc., San Diego,

Calif., USA).

Results and Discussion

Characterization of three European eel Kissr
Genomic prediction of three eel Kissr genes. We used the

deduced peptidic sequence from the previously cloned European

eel Kissr cDNA [9] (considered as Kissr-2 in the present study) as a

query to retrieve Kissr sequences in the European eel genome.

TBLASTN results revealed the presence of three different Kissr

genes, called Kissr-1, -2, -3, each made of 5 exons and 4 introns

(Fig. S1), that constitutes the conserved structure of Kissr genes.

The lengths of exon-2, exon-3 and exon-4 are the same for all

three genes with 125 bp, 136 bp and 239 bp, respectively. The

exon-1 of Kissr-1, Kissr-2 and Kissr-3 is 235 bp, 214 bp and 229 bp,

respectively. The exon-5 is 348 bp, 372 bp and 351 bp, respec-

tively. This leads to predicted Kissr-1, Kissr-2 and Kissr-3 CDS of

1083 bp, 1086 bp and 1080 bp, respectively.

Cloning of eel Kissr cDNAs. Using European eel specific

Kissr-1 primers, PCRs performed on brain cDNAs led to a single

product. Its sequence (EMBL: HE802271) encompassed partial 59

and 39 UTRs of 199 bp and 102 bp, respectively, and a full CDS

of 1083 bp. Once translated, the cloned Kissr-1 CDS gives a 360-

aa receptor, exhibiting the seven transmembrane domains (TMD)

characteristic of the GPCR family (Fig. 1A).

The previously cloned eel Kissr cDNA [9] is named Kissr-2 in the

present study.

Using European eel specific Kissr-3 primers, PCRs performed

on brain cDNAs led to the isolation of three different products

(EMBL: HE802272, HE802273 and HE802274). Their sequence

revealed three Kissr-3 isoforms – named here Kissr-3_v1 (Fig. 1B),

Kissr-3_v2 and Kissr-3_v3 (Fig. S2). The partial 59 and 39 UTR are

167 and 147 bp for all three isoforms. The Kissr-3_v1 isoform

corresponds to the 5 predicted exons from the eel genome. Once

translated, it gives a 359-aa receptor exhibiting the seven

conserved TMD (Fig. 1B). The Kissr-3_v2 CDS corresponds to

the 5 predicted exons, minus the 76 first nucleotides of the exon-2

that are missing (Fig. S2A). The loss of these 76 nucleotides results

in a shift of the Kissr-3 reading frame and the occurrence of a first

premature termination codon at position 280 pb. Once translated,

it gives a 93-aa protein. This shorter protein exhibits a single TMD

encoded by exon-1. The Kissr-3_v3 CDS corresponds to exon-1,

exon-3, exon-4 and exon-5, while exon-2 is completely missing

(Fig. S2B). The loss of exon-2 results in a shift of the Kissr-3 reading

frame without the occurrence of any premature termination

codon. Once translated, it gives a 361-aa protein, which exhibits

only one TMD encoded by exon-1. The presence of the three

Kissr-1, -2, and -3 transcripts and of the three Kissr-3 mRNA

isoforms was also observed in Japanese eel (Anguilla japonica) brain

cDNAs (data not shown).

To date, only one or two Kissr genes had been found in the

genome of teleosts (reviewed by [5]), so the eels provide the first

evidence of the presence of three Kissr genes in teleosts. Until now

three Kissr genes had been found only in an amphibian species,

xenopus [4].

In addition to this Kissr gene diversity, European and Japanese

eels present three Kissr-3 mRNA isoforms revealing similar

alternative splicing in both species. The existence of Kissr mRNA

splicing isoforms has been described in two other teleosts, the sole

(Solea senegalensis) [22] and the zebrafish [23]. In the sole, two

isoforms were identified for the single Kissr (Kissr-2 type) gene

Multiple Kissr in Early Osteichthyans
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present in this species and they differ by the retention of intron III,

while in the eel they differ by partial or complete deletion of exon-

2 in Kissr-3 [22]. In the zebrafish, five isoforms were identified for

Kiss1rb (Kissr-3 type), while no splicing isoform was observed

concerning Kiss1ra (Kissr-2 type). Among the five zebrafish Kiss1rb

isoforms, one of them, called KRBDP1, resulted from the deletion

of exon-2 and corresponds to eel Kissr-3_v3 [23]. Even though the

existence of other Kissr mRNA isoforms in the eel cannot be

excluded, the three genes and several isoforms described here

highlight the Kissr molecular diversity in basal teleosts. They also

could reflect an ancestral post-transcriptional regulatory process of

Kissr.

Genomic prediction of four coelacanth and four spotted
gar Kissr genes

To further assess the Kissr diversity in vertebrates, we

investigated the presence of these genes in the genomes of the

spotted gar, a non-teleost actinopterygian, and the coelacanth, a

basal sarcopterygian, two species of relevant phylogenetical

positions. We performed a TBLASTN in both genomes (Ensembl)

using the three European eel, the two zebrafish and the three

xenopus Kissr proteins as queries. The TBLASTN results revealed

the existence of four Kissr genes in both coelacanth and spotted gar

genomes, named here Kissr-1, Kissr-2, Kissr-3 and Kissr-4.

Four Kissr genes in the coelacanth genome. The four

predicted Kissr genes of coelacanth are made of 5 exons and 4

introns. The predicted CDS and the exon-exon junctions of each

putative transcript are shown in Fig. S3. Once translated, the

putative transcripts lead to four predicted proteins, i.e. coelacanth

Kissr-1, Kissr-2, Kissr-3 and Kissr-4, of 368-aa, 367-aa, 377-aa

and 367-aa, respectively (Fig. S3).

Four Kissr genes in the spotted gar genome. The four

predicted Kissr genes of spotted gar are also made of 5 exons and 4

introns. Although Kissr-1 exon-4 and Kissr-4 exon-5 are partial due

to the current status of the genome, the predicted CDS and the

exon-exon junctions of each putative transcript are shown in Fig.

S4. Once translated, the putative transcripts lead to four predicted

proteins, i.e. spotted gar Kissr-1 to 4 of 318-aa, 362-aa, 382-aa,

and 385-aa, respectively (Fig. S4).

In both coelacanth and spotted gar, all predicted Kissr proteins

present the typical seven TMD of the GPCR family (Fig. S3 and

S4).

These new findings evidence for the first time the potential

existence of four Kissr paralogs in vertebrate species, representa-

tives of the sarcopterygian (coelacanth) and the actinopterygian

(spotted gar) lineages.

Phylogenetic analysis of the Kissr family
Other genomic database analyses. In addition to the

characterisation and/or the prediction of European eel, coela-

canth and spotted gar Kissr, we used the ENSEMBL Genome

Browser to retrieve the sequences of two Kissr in the medaka

genome (GPR54-1, chromosome 17 and GPR54-2, chromosome

9; [4]), and to search for new candidate Kissr genes in the genomes

of other vertebrates. We found one putative Kissr gene, named

here Kissr-2, in several teleost genomes, stickleback (chromosome

group III), tetraodon (chromosome 15-random) and cod (Gadus

morhua; scaffold 377), one Kissr in a cyclostome genome, sea

lamprey (scaffold GL478157; [9]), and one in the lizard genome

(chromosome 2).

Phylogenetic analysis. Based on an alignment of 51 Kissr

peptidic sequences (Fig. S5), and assuming ambulacrarian (acorn

worm, Saccoglossus kowalevskii, and purple sea urchin, Strongylocen-

trotus purpuratus (Table S2)) Kissr as outgroup, a phylogenetic tree

was generated using the Maximum Likelihood method (the list of

sequences and accession numbers is provided in Table S2). As

shown in Fig. 2, it clusteres the vertebrate Kissr into four main

clades, which are supported by significant bootstrap values (99, 90,

73, and 90%, respectively). Based on this analysis and the

determination of those four clades, we propose the following new

nomenclature of the different Kissr.

Figure 1. Molecular cloning of eel Kissr-1 and Kissr-3_v1. Nucleotide and deduced amino-acid sequence of the cDNA encoding the eel Kissr-1
(A) and Kissr-3_v1 (B). Nucleotides (top) are numbered from 59 to 39. The amino-acid residues (bottom) are numbered beginning with the first
methionine residue in the ORF. The asterisk (*) indicates the stop codon. The predicted seven transmembrane domains (TMD) are underlined and the
cysteines involved in a disulphide bridge are shaded in grey.
doi:10.1371/journal.pone.0048931.g001

Figure 2. Consensus phylogenetic tree of the vertebrate
kisspeptin receptors (Kissr). This phylogenetic tree was constructed
based on the amino-acid sequences of Kissr (for the references of each
sequence see Table S2) using the Maximum Likelihood method with
1,000 bootstrap replicates. The number shown at each branch node
indicates the bootstrap value (%); only values and branching above 70%
are indicated. The tree was rooted using the two sequences of the
hemichordata acorn worm GPR54-1 and GPR54-2 and the two
sequences of echinodermata purple sea urchin Kissr_short and Kissr_-
long. The European eel Kissr and predicted coelacanth and spotted gar
Kissr are coloured in red, blue and green, respectively.
doi:10.1371/journal.pone.0048931.g002
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The first clade mainly encompasses sarcopterygian Kissr

including all eutherian Kissr, a metatherian Kissr (Monodelphis

domestica; opossum GPR54), a prototherian Kissr (platypus

GPR54a), a xenopus Kissr (GPR54-1a) and coelacanth Kissr-1.

In addition, two actinopterygian Kissr, spotted gar and European

eel Kissr-1, branch together at the base of this clade. This is the

first evidence of the presence of an ortholog to eutherian Kissr in

actinopterygians. Acknowledging the presence of eutherian

(including human) Kissr, which have been the first to be

discovered, this clade was named Kissr-1 clade. The eel is up to

now the only teleost presenting an ortholog (eel Kissr-1) to

mammalian Kissr.

The second clade, named Kissr-2, clusters mainly actinopter-

ygian Kissr, i.e. spotted gar Kissr-2 and most of the previously

described teleost Kissr including zebrafish Kiss1ra, goldfish

GPR54a, medaka GPR54-1 and European eel Kissr-2. This clade

also clusters together three sequences from sarcopterygian species,

xenopus GPR54-2, bullfrog (Rana catesbeiana) GPR54 and coela-

canth Kissr-2.

The third clade, named Kissr-3, clusters two sarcopterygian

Kissr (xenopus GPR54-1b and coelacanth Kissr-3) and some

actinopterygian Kissr (spotted gar Kissr-3 and a few teleost Kissr:

zebrafish Kiss1rb, goldfish GPR54b, medaka GPR54-2 and

European eel Kissr-3).

The fourth clade, named Kissr-4, clusters three sarcopterygian

Kissr (platypus GPR54b, lizard Kissr and coelacanth Kissr-4) with

one actinopterygian Kissr, the spotted gar Kissr-4.

This phylogenetic analysis suggests the existence of four distinct

paralogous Kissr in osteichthyans. Furthermore, it shows that each

sarcopterygian Kissr is orthologous to actinopterygian Kissr. This

is specially highlighted by the relationship between the four

coelacanth and spotted gar Kissr.

Syntenic analysis of Kissr genes
In order to test the results obtained with the phylogenetic

analysis, we performed a syntenic analysis of the Kissr neighbour-

ing genes, an approach which is applied to determine gene

orthology relationships as well as the origin and evolutionary

history of gene families. For this analysis (Fig. 3), we considered the

following vertebrate representatives: mammals (eutherian: human

and prototherian: platypus), bird (chicken), squamate (lizard),

amphibian (xenopus), basal sarcopterygian (coelacanth), non-

teleost actinopterygian (spotted gar) and teleosts (zebrafish,

medaka, stickleback, tetraodon and European eel). As already

reported (for review: [5,24–26]), genomic synteny analysis shows

that birds do not possess any Kissr gene.

The mammalian, amphibian, coelacanth, spotted gar and

European eel genes from Kissr-1 clade are positioned in genomic

regions containing common loci, including PALM, PTBP1, LPPR3,

MED16, ARID3A, WDR18, GRIN3B, C19orf6, GADD45B and

DIRAS1, exhibiting well conserved synteny (Fig. 3A). This supports

the orthology of the Kissr-1 genes. Syntenic analysis suggests that

the other teleost genomes do not contain any Kissr-1 gene, though

the above-mentioned neighbouring genes are present in the

corresponding genomic regions (Fig. 3A). The eel currently

provides a unique example of Kissr-1 ortholog in teleosts.

The amphibian, coelacanth, spotted gar and teleost genes from

Kissr-2 clade are positioned in genomic regions containing

common loci, including PTPRF, KDM4A, ST3GAL3, DPH2,

ATPV60B, B4GALT2, CCDC24, KIF2C, PTCH2, EIF2B3,

ZCCHC11, GLIS1, GADD45A, DIRAS3, LPAR3, ZNF644, PTBP2

and PALMD, exhibiting well conserved synteny (Fig. 3B). This

supports the orthology of the Kissr-2 genes. European eel Kissr-2

orthology is only supported by the presence of partial GLIS1 due to

the small size of the scaffold. Syntenic analysis suggests that

squamate (lizard) and mammalian genomes do not contain any

Kissr-2 gene, though the above-mentioned neighbouring genes are

present in the corresponding genome regions (Fig. 3B).

The amphibian, teleost (zebrafish, medaka, European eel) and

spotted gar Kissr-3 genes are positioned in genomic regions

containing common loci including PSAT1, ISCA1, ZCCHC6,

GADD45G, DIRAS2, PALM2, LPAR1 and PTBP3, exhibiting

conserved synteny (Fig. 3C). This supports the orthology of the

Kissr-3 genes. Syntenic analysis suggests that the other teleost and

tetrapod genomes do not contain any Kissr-3 gene, though the

above-mentioned neighbouring genes are present in the corre-

sponding genome regions. The coelacanth predicted Kissr-3 is split

into the scaffolds JH131603.1 and JH131921.1, which are too

small to contain any other gene (Fig. 3C).

Platypus and lizard Kissr-4 gene neighbouring regions present

only RETN gene in common, due to the small size of the platypus

scaffold (Fig. 3D). Assemblage of three scaffolds (JH133705.1,

JH132986.1, and JH127844) from coelacanth genome allowed us

to reveal a Kissr-4 neighbouring region comprising LPAR2,

STXBP2 and EPHX3 genes, with STXBP2 and EPHX3, being

also present in lizard and spotted gar Kissr-4 region (Fig. 3D).

These data suggest that Kissr-4 genes can be considered as

orthologous. Syntenic analysis also suggests that the genomes from

placental mammals, amphibian and teleosts do not contain any

Kissr-4 gene, though they present in a common region some

conserved genes including CAMSAP3, XAB2, STXBP2, RETN,

RAB3D, PALM3, NOTCH3, EPHX3, WIZ and LPAR2 (Fig. 3D).

This syntenic analysis of Kissr genes delineated four different

conserved genomic regions among osteichthyans. For each

conserved genomic region, Kissr genes from various species

clustered in the corresponding phylogenetic Kissr clade. Thus,

the results of the syntenic analysis fully validated the orthology

relationships of the phylogenetic analysis and further supported

our proposal for a new nomenclature.

Evolutionary history of Kissr family
Origin of the four Kissr present in basal

osteichthyans. So far, the presence of Kissr has been char-

acterised in two non-vertebrate species, the purple sea urchin and

the acorn worm (Table S2). This revealed the existence of at least

one ancestral Kissr before the vertebrate emergence. The

predictions of four Kissr in the genomes of a basal sarcopterygian,

the coelacanth, and of an actinopterygian, the spotted gar,

together with the results of both phylogenetic and syntenic

analyses, enabled us to hypothesise the existence of at least four

Kissr paralogous genes in the common osteichthyan ancestor of the

sarcopterygian and actinopterygian lineages. A remaining question

was to infer whether these four genes resulted from the

duplications of one or multiple ancestral Kissr genes.

It is currently admitted that two rounds of whole genome

duplication (1R and 2R) occurred in the early vertebrate

evolutionary history, resulting in four-fold replicates of the

ancestral genome. Even though numerous genomic rearrange-

ments and loss events occurred during the vertebrate radiation, the

vestiges of these two successive genome duplications can be

revealed in the current vertebrate species by the existence of

numerous four-fold repeated regions (tetra-paralogon) carrying

paralogous genes [27].

Our syntenic analysis demonstrated that the current osteichth-

yan Kissr genes are localised in four different genomic regions. In

the Fig. 3, in addition to the Kissr genes, we could reveal paralogs

from eight gene families present among the four syntenic regions

of the osteichthyan representative species. The eight considered
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families are PALM (4 paralogs), PTBP (3 paralogs), GRIN3 (2

paralogs), GADD45 (3 paralogs), DIRAS (3 paralogs), ZCCHC (2

paralogs), LPAR (3 paralogs) and ZNF644/WIZ (2 paralogs). Fig. 4

focuses on the comparison of these four conserved Kissr syntenic

regions in one sarcopterygian, the human, and one actinopter-

ygian, the spotted gar, two species chosen for their genomic

assembly in chromosomes and their phylogenetic positions among

osteichthyans. Fig. 4 shows that the members of these eight gene

families delineate a tetra-paralogon with the four conserved

genomic regions of both human and spotted gar. This syntenic

observation strongly suggests that the four Kissr resulted from ‘‘en-

bloc’’ duplications of a unique ancestral genomic region.

Recently, two studies proposed reconstructions of the genomes

of vertebrate and chordate ancestors. In the first study, ten proto-

chromosomes of the ancestral vertebrate karyotype and their

linkage to the corresponding tetra-paralogons in the human

genome were hypothesised [28]. The second study proposed a

reconstruction into seventeen proto-chromosomes of the last

chordate ancestor genome and their linkage to the human tetra-

paralogons [29]. Considering these two studies, together with our

localisation of the four Kissr syntenic regions in the human

genome, we can hypothesise that the corresponding tetra-

paralogons resulted from the duplications of one single region

localised on the proto-chromosome-A of the vertebrate ancestor

and on the proto-chromosome-1 of the last chordate ancestor.

From these analyses, we can infer that the four Kissr paralogons

may have resulted from the two successive rounds of whole

genome duplication (1R and 2R) that occurred in basal vertebrates

(Fig. 5).

To date, the exact timing of the 2R occurrence is uncertain and

the impact of this event on the cyclostomes is still debated [30,31].

In our study, neither phylogenetic nor syntenic analyses enabled us

to specifically relate the sea lamprey Kissr to one of the four

osteichthyan Kissr. The currently available data also led to a

polytomy of the four Kissr clades and did not cluster them into two

major clades, each of them divided in two sub-clades, which would

have reflected the successive 1R and 2R. In the future, increasing

number of characterised Kissr sequences, especially from Kissr-3

and Kissr-4 clades, may bring sufficient new information to resolve

this polytomy. Though kisspeptin genes have been characterised in

chondrichthyans, it could be of particular interest to investigate the

Figure 3. Conserved genomic synteny of osteichthyan Kissr. Genomic synteny maps comparing the orthologs of Kissr-1 (A), Kissr-2 (B), Kissr-3
(C), Kissr-4 (D) loci and their neighbouring genes. Analyses were performed on the genomes of human (Homo sapiens), platypus (Ornithorhynchus
anatinus), lizard (Anolis carolinensis), chicken (Gallus gallus), xenopus (Xenopus (Silurana) tropicalis), coelacanth (Latimeria chalumnae), spotted gar
(Lepisosteus oculatus), zebrafish (Danio rerio), medaka (Oryzias latipes), stickleback (Gasterosteus aculeatus), tetraodon (Tetraodon nigroviridis) and
European eel (Anguilla anguilla). This map was established using the PhyloView of Genomicus v67.01 web site, manual annotation of European eel
genome using CLC DNA Workbench 6 software and the gene annotation of the coelacanth and spotted gar genomic databases (see section 2). Kissr
genes are named according to our proposed nomenclature (Kissr-1 to Kissr-4). The other genes are named after their human orthologs according to
Human Genome Naming Consortium (HGNC). Orthologs of each gene are shown in the same color. Each of the eight conserved gene families is
identified by an exponent number. The direction of arrows indicates the gene orientation, with the position of the gene (in 1026 base pairs) indicated
below. The full gene names and detailed genomic locations are given in Table S3.
doi:10.1371/journal.pone.0048931.g003
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presence of its receptor in this lineage to further assess Kissr history

in early gnathostomes.

A subsequent history of losses. Our study suggests that

four Kissr paralogs would have been present in ancestral

gnathostomes, resulting from 1R and 2R. It also shows that these

four paralogons are still present in two early emerged osteichth-

yans, a sarcopterygian, the coelacanth and an actinopterygian, the

spotted gar. All other vertebrate species investigated so far possess

less Kissr genes (from 3 to none) indicating multiple events of Kissr

losses in both the sarcopterygian and actinopterygian lineages

(Fig. 5).

In tetrapods (sarcopterygians), Kissr-4 would have been lost in

amphibians, Kissr-1, -2 and -3 being present in the xenopus, while

in amniotes the losses would have first concerned Kissr-2 and Kissr-

3, Kissr-1 and Kissr-4 being present in a prototherian mammal

(Fig. 5). Further alternative losses occurred in amniotes, with only

Kissr-1 remaining in eutherian mammals, but only Kissr-4 in

squamates (lizard) (Fig 5). Finally, an additional loss would have

led to the complete absence of Kissr in birds.

In teleosts (actinopterygians), a third round of whole genome

duplication (3R) is supposed to have occurred specifically in the

early history of this group. The 3R is usually considered as one of

the main factors that drove the large radiation and adaptative

success of the teleost lineage [11,32]. As four kissr were present in

basal actinopterygians, the teleost-specific 3R implied the potential

existence of up to eight Kissr genes in the early teleost history.

However, our results show that the largest number of Kissr

exhibited by current teleosts is three in the eel, and that each of

them is orthologous to one of the coelacanth and spotted gar Kissr.

This indicates that 3R did not impact the number of Kissr in

teleosts, suggesting an early loss of teleost-specific duplicated Kissr

genes, before the emergence of the elopomorphs (Fig. 5). Apart

from the eel, only one or two Kissr genes have been described so far

in teleosts, indicating additional loss events after the emergence of

the elopomorphs (Fig. 5).

The occurrence of these many independent loss events may

have led to the current situation of Kissr in the various vertebrate

lineages. Indeed, some species seem to be more conservative than

others, and it is of particular interest to clarify what may have

driven the conservation or the loss of Kissr.

Conservation of multiple Kissr: the example of the eel
As shown by the present study, the eel is one of the most

conservative species among current vertebrates, as three different

Kissr have been retained. Conservation of multiple Kissr may reflect

evolutionary processes such as neo- or sub-functionalisation. The

comparative analyses of eel Kissr peptidic sequences and eel Kissr

tissue distribution and regulation may constitute the first steps in

the understanding of such processes.

Comparison of eel Kissr peptidic sequences. The anal-

ysis of the peptidic sequences deduced from the three cloned eel

Kissr cDNAs revealed a conserved disulfide bridge between

cysteines at positions 112/192 for Kissr-1, 105/185 for Kissr-2

and 110/190 for Kissr-3. The seven TMD of each receptor

comprise 23 aa, except for TMD3 of Kissr-1 and Kissr-2 which

comprise 18 aa and 19 aa, respectively. The pairwise comparison

of the three peptidic sequences revealed 60.5% identity for Kissr-

1/Kissr-2, 63.3% for Kissr-1/Kissr-3, and 63.4% for Kissr-2/

Kissr-3. These low identities are mostly due to differences between

the N-terminal extracellular domains (28.6% to 40.5% identity)

and between the C-terminal intracellular domains (43.6% to

58.3% identity) (Fig. S6). Differences within the N-terminal

domains could reflect variations in ligand binding properties,

while those in the C-terminal domain may correspond to

differences in G protein association properties and activation of

intracellular signalling pathways. Future studies, including recom-

binant receptors and characterization of endogenous ligands, will

aim at further investigating the potential differences in the

structure/function of three eel Kissr.

Differential tissue distribution of the three eel

Kissr. Specific qPCR were developped for each eel Kissr and

applied to the analysis of their respective tissue distribution (Fig. 6).

Kissr-1 mRNA was expressed in all parts of the brain and in the

pituitary. Its highest expression level was found in the gonads, in

both ovary and testis. Low Kissr-1 mRNA levels were measured in

muscle, retina and fat tissue, while its expression was close to the

limit of detection in the other peripheral tissues investigated (liver,

kidney, intestine, and spleen).

Kissr-2 mRNA was also expressed in the brain and pituitary,

with the highest transcript levels in the telencephalic and di-/mes-

encephalic areas, in agreement with our previous study [9]. A low

expression of Kissr-2 mRNA was measured in the testis, while its

expression in the ovary and all the other peripheral organs was

close to the limit of detection.

Kissr-3 mRNA was highly expressed in the di-/mes-encephalic

area and to a much lesser extent in the other parts of the brain.

Transcript level was close to the limit of detection in the pituitary.

Low expression of Kissr-3 mRNA was measured in the gonads,

ovary and testis, as well as in the muscle, while its expression in the

other peripheral organs was close to the limit of detection.

Figure 4. Proposed origin of osteichthyans Kissr loci based on
human and spotted gar Kissr tetra-paralogons. The paralogous
genes of each of the eight identified families delineate four tetra-
paralogons in both human and spotted gar. This suggests a common
origin of the four loci before the two whole genome duplication rounds
(1R and 2R) occurred in the early vertebrate history.
doi:10.1371/journal.pone.0048931.g004
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The three eel Kissr thus appear mainly expressed in the eel

Brain-Pituitary-Gonad (BPG) axis, which highlights the potential

involvement of the kisspeptin system in the eel reproductive

function. Considering the phylogenetic position of the eel, this

tissue distribution could reflect an ancestral role of the kisspeptin

system in reproduction, which would have been largely conserved

across vertebrate evolution. The three Kissr transcripts are all

highly expressed in the eel brain, but with various relative levels

according to brain regions. Both Kissr-1 and Kissr-2 are expressed

in the pituitary, where they may mediate direct kisspeptin effects as

previously investigated [9]. Kissr-1 is also highly expressed in both

the ovary and testis. Thus, the three eel Kissr present a differential

distribution among BPG axis that suggests differential putative

roles in the control of eel reproduction and implies a potential sub-

functionalisation of the three receptors.

In the other teleosts, only Kissr-2 and for some species Kissr-3

have been described so far. As in the eel, they are expressed in the

BPG axis (grey mullet, Mugil cephalus [33]; zebrafish [6,34]; fathead

minnow, Pimephales promelas [35]; tilapia, Oreochromis niloticus

[36,37]; goldfish [7]; fugu [38]). In xenopus, which presents the

three orthologs of eel Kissr [4], all three receptors are expressed in

the brain, while only GPR54-1a (kissr-1) and GPR54-2 (kissr-2)

mRNA are detected in the pituitary, similarly to the eel. In

placental mammals, only Kissr-1 ortholog is present and expressed

in the brain, pituitary (human [2,39]; mouse [40]) and ovary (rat

[41]; human and marmoset [42]), where a role in local control of

ovarian functions has been suggested.

Differential regulation of the three eel Kissr by

experimental maturation. Gonadal development in the silver

eel is blocked at a pre-pubertal stage due to a deficient production

of pituitary gonadotropins, which results from a dual brain

blockade: lack of stimulation by GnRH and direct inhibition by

dopamine (for review: [43]). Experimental gonadal maturation

was induced in female silver eels according to classical hormonal

treatments [19]. The expressions of the three Kissr were analyzed

by qPCR in the BPG axis, which are the major sites of Kissr

expression in the eel.

In the brain (Fig. 7), Kissr-1 transcript level was significantly up-

regulated in matured eels as compared to control ones (x3.73,

P,0.0001 in olfactory bulbs/telencephalon and x7.15, P,0.0001

in di-/mes-encephalon), while no changes were recorded for Kissr-

2 nor Kissr-3. In the pituitary (Fig. 7), Kissr-1 and Kissr-2 transcript

levels were significantly down-regulated in matured eels compared

to controls (x0.42; P,0.05 and x0.14; P,0.01, respectively), while

Kissr-3 remained at the limit of detection. In the ovary (Fig. 7),

Kissr-3 transcript level was significantly down-regulated in matured

eels (x 0.39; P = 0.01), while Kissr-1 transcript levels did no change

significantly and Kissr-2 remained at the limit of detection.

We also analyzed by qPCR the expression of brain mGnRH and

pituitary LHß. Significant increases in mRNA levels for brain

mGnRH (x5.6; P,0.001) and pituitary LHß (x206; P,0.0001) were

measured in matured eels, as compared to control eels (data not

shown) in agreement with our previous studies [20,44,45].

A parallel study was performed on the regulation of the three

Kissr transcript levels in experimentally matured Japanese female

eels. Eels were treated according to Jeng et al. [46]. As for the

European eel, a differential regulation was evidenced. This was

shown by selective increase in brain Kissr-1, decreases in pituitary

Kissr-1 and Kissr-2 and decrease in ovarian Kissr-3 transcripts, in

matured eels as compared to controls (data not shown).

Those results clearly evidence a differential regulation of the

three eel Kissr, with receptor- and tissue- specific variations. The

Figure 5. Current status and proposed evolutionary history of Kissr family. This representation is based on the phylogenetic and synteny
analyses. The names of the main phyla are given on the corresponding branches. The names of the current representative species of each phylum are
given at the end of the final branches, together with the symbol of the Kissr gene they possess. This hypothesis assumes the presence of the four Kissr
paralogs in the osteichthyan lineage resulting from the two rounds of vertebrate whole genome duplication. Multiple subsequent Kissr gene loss
events are indicated in the actinopterygian and sarcopterygian lineages.
doi:10.1371/journal.pone.0048931.g005
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selective up-regulation of Kissr-1 expression in the brain suggests

that Kissr-1 may contribute to enhance kisspeptin stimulatory

control of GnRH at puberty in the eel. Similarly, brain Kissr-1

expression increases at the onset of puberty in mammals (rodent

[47]; monkey [48]). This role may have shifted to Kissr-2 in other

teleosts, which lack Kissr-1 ortholog. For instance, parallel

variations in the brain expressions of Kissr-2 ortholog and GnRH

were observed during sexual maturation/puberty in several

teleosts (cobia, Rachycentron canadum [49]; grey mullet [33]; fathead

minnow [35]; Nile tilapia [36]). We recently revealed an

unexpected inhibition by kisspeptins of LHb expression in eel

pituitary cells in vitro, providing the first evidence of an inhibitory

role of kisspeptin on gonadotropic function [9]. In the present

study, we observed a down-regulation of eel Kissr-1 and Kissr-2 in

the pituitary, while LHb expression largely increased. This suggests

that the inhibitory control of kisspeptin on LHb expression could

be removed during the sexual maturation by the down regulation

of its receptors in the pituitary. Kissr-3 was down-regulated in the

ovary implying a potential involvement of this receptor in ovarian

function. Future studies should aim at clarifying the role of

kisspeptin system at gonadal level in teleosts.

The regulation of the expression of the three Kissr in the BPG

tissues reinforces the hypothesis of a conserved ancestral role in

vertebrate reproductive function. In addition to their differential

distribution in the BPG axis, their differential regulations further

strengthen the potential sub-functionalisation of the three Kissr

paralogs for the control of eel reproductive function.

Our previous studies, including castration experiments and

steroid treatments, demonstrated that the activation of mGnRH

and LH in matured eel result from a positive feedback by sex

steroids [44,45,50,51]. Increasing data support a role of brain

kisspeptin system in the mediation of steroid feedbacks on GnRH

neurons in mammals (for review: [52,53]) and recently in teleosts

(medaka [54]; goldfish [55]; zebrafish [34]). Future studies will aim

at investigating the role of sex steroids in the differential regulation

of Kissr paralogs in the eel.

Figure 6. Tissue distribution of the expression of the three eel
Kissr mRNAs. Olfactory bulbs (OB), telencephalon (Tel), di-/mes-
encephalon (Di/Mes), cerebellum (Cb), medulla oblongata (MO),
pituitary, ovary, testis, muscle, eye, liver, adipose tissue (Fat), kidney,
intestine and spleen. The relative expression of each Kissr mRNA was
normalised to the amount of total RNA. Each bar represents mean 6
SEM from 8 individuals.
doi:10.1371/journal.pone.0048931.g006

Figure 7. Regulations of the three eel Kissr expressions during
experimental maturation. The relative expression of each Kissr mRNA
was normalised to ß-actin mRNA. Each bar represents mean 6 SEM from 7
control and 9 matured female eels. Significant difference between control
and matured groups: *P,0.05, **P,0.01 and *** P,0.001 (Student’s t test).
N.D. = Non detectable.
doi:10.1371/journal.pone.0048931.g007
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Conclusions

In conclusion, our study provides the first evidence of multiple

Kissr paralogs in basal osteichthyans, with the cloning of three Kissr

in a basal teleost, the eel, and the prediction of four Kissr in a non-

teleost actinopterygian, the spotted gar, and four Kissr in a basal

sarcopterygian, the coelacanth. Phylogenetic and syntenic analyses

support the existence of four Kissr paralogs in osteichthyans,

leading to the proposal of a new, simplified classification and

nomenclature (Kissr-1 to 4). The four Kissr paralogs may have

arisen during the two rounds of whole genome duplication (1R

and 2R) in early vertebrates, followed by multiple gene loss events

in the various groups of actinopterygian and sarcopterygian

lineages. In particular, no impact of teleost-specific 3R can be

recorded on the number of Kissr paralogs in current teleosts. Sub-

functionalisation of the three eel Kissr, as shown by differences in

their sequences, tissue distributions and regulations during sexual

maturation, may have represented significant evolutionary con-

straints for the conservation of multiple Kissr paralogs in this

species.

Supporting Information

Figure S1 Three eel Kissr gene sequences. Genomic sequences of

the eel Kissr-1 extracted from the scaffold 90.1 (A), Kissr-2

extracted from the scaffold 3158.1 (B) and Kissr-3 extracted from

the scaffold 1832.1 (C) (European eel genome [11]). Nucleotides

are numbered from 59 to 39. The five exons of each gene are

shaded in grey.

(DOC)

Figure S2 Molecular cloning of eel Kissr-3 splicing variants Kissr-

3_v2 and Kissr-3_v3. Nucleotide and deduced amino-acid sequence

of the cDNAs encoding the eel Kissr-3_v2 (A) and Kissr-3_v3 (B).

Nucleotides (top) are numbered from 59 to 39. The amino-acid

residues (bottom) are numbered beginning with the first methio-

nine residue in the ORF. The asterisk (*) indicates the stop codon.

The predicted transmembrane domains (TMD) are underlined.

(DOC)

Figure S3 Prediction of four Kissr CDS from the coelacanth

genome. Nucleotide and deduced amino-acid sequences of the

CDS encoding the coelacanth Kissr-1 (A), Kissr-2 (B), Kissr-3 (C)

and Kissr-4 (D). Nucleotides (top) are numbered from 59 to 39. The

amino-acid residues (bottom) are numbered beginning with the

first methionine residue in the ORF. The asterisk (*) indicates the

stop codon. The predicted transmembrane domains (TMD) are

underlined. The exon-exon junctions are represented by two

nucleotides coloured in red.

(DOC)

Figure S4 Prediction of four Kissr CDS from the spotted gar

genome. Nucleotide and deduced amino-acid sequences of the

CDS encoding the spotted gar Kissr-1 (A), Kissr-2 (B), Kissr-3 (C)

and Kissr-4 (D). Nucleotides (top) are numbered from 59 to 39. The

amino-acid residues (bottom) are numbered beginning with the

first methionine residue in the ORF. The asterisk (*) indicates the

stop codon. The predicted transmembrane domains (TMD) are

underlined. The exon-exon junctions are represented by two

nucleotides coloured in red.

(DOC)

Figure S5 Alignment of the amino-acid sequences of 51 Kissr

used for the phylogenetic analysis. The amino-acid sequences were

aligned by ClustalW and manually adjusted. The identical amino-

acid residues between sequences are shaded in black and the

similar (with similar physico-chemical properties) amino-acid

residues are shaded in grey. Sequence references are listed in

Table S2.

(TIF)

Figure S6 Alignment of the deduced amino-acid sequences of

the three eel Kissr. The entire amino-acid sequences were aligned

by ClustalW and manually adjusted. The identical amino-acid

residues between the three sequences are shaded in black and the

similar (with similar physico-chemical properties) amino-acid

residues are shaded in grey.

(TIF)

Table S1 European eel gene specific primers. Specific primers (F

for Forward and R for Reverse) were designed for PCR and qPCR

amplifications. Kissr, kisspeptin receptor; LHb, Luteinizing Hor-

mone b subunit; mGnRH, mammalian Gonadotrophin Releasing

Hormone.

(XLS)

Table S2 References of the Kissr sequences used in the

phylogenetic analysis.

(XLS)

Table S3 Names, references and locations of the genes used in

the synteny analysis.

(XLS)
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Chapitre 5  

 

 

 

 

 

Caractérisation de deux Kiss chez l’anguille, 

étude de leur conservation par 

détermination de leur distribution tissulaire 

et de leur régulation au cours d’une 

maturation expérimentale. 
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1. Introduction de l’article 3 

 Grâce au séquençage du génome de l’anguille européenne, nous avons pu prédire, 

chez cette espèce, deux gènes codant pour des kisspeptines (voir chapitre 6). Dans ce chapitre 

5, nous avons cloné et séquencé les ADNc codant pour les précurseurs de Kiss1 et Kiss2 à 

partir d’extraits de cerveau. Cela nous a permis de prédire, par des modèles mathématiques, 

les sites de clivages potentiels des prépro-kisspeptines et d’en déduire les séquences des 

kisspeptines matures présents chez l’anguille.  

Comme pour les récepteurs, les distributions tissulaires des deux Kiss, ainsi que leurs 

régulations au cours de la maturation expérimentale, ont été étudiées. Les deux Kiss sont 

exprimés principalement dans le cerveau et l’hypophyse, mais seul Kiss2 est régulé dans ces 

organes, au cours de la maturation sexuelle.  

La comparaison des régulations des récepteurs (chapitre 4) avec celles de Kiss2, ainsi 

que l’effet inhibiteur in vitro des kisspeptines sur l’expression de la LHβ hypophysaire 

(chapitre 3), suggèrent une implication différentielle du système kisspeptine entre le cerveau 

et l’hypophyse chez l’anguille. 

 

2. Article 3: The two Kisspeptin genes of the European eel are expressed in the brain-

pituitary axis and differentially regulated during experimental maturation. 
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Abstract 

The European eel (Anguilla Anguilla) presents a blockade at pre-pubertal (silver) stage 

due to a deficient production of gonadotropins. We, recently, initiated the study of the 

kisspeptin system, one of the major gatekeepers of puberty in mammals, in the European eel. 

We previously predicted the sequence of two Kiss genes in the newly published European eel 

genome. In the present study we achieved the cloning and sequencing of Kiss1 and Kiss1 

cDNAs, from a total ARN extract of eel brain. From the obtained sequences, candidates for 

mature peptides have been predicted. Tissue distributions of Kiss1 and Kiss2 were 

investigated by qPCR. They revealed that both were mainly expressed in the brain and the 

pituitary of the European eel. Nevertheless, differential regulations after experimental 

maturation were reported. Indeed, Kiss1 expression was not regulated in the brain-pituitary 

axis, while Kiss2 expression was increased in the brain and the pituitary after maturation. This 

suggests that Kiss2 rather than Kiss1 may be involved in sexual maturation process of the 

European eel. 
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1. Introduction 

The European eel, Anguilla anguilla, presents a complex life cycle, with a blockade of 

sexual maturation at a prepubertal stage (silver stage) as long as its oceanic reproductive 

migration is prevented. This blockade is due to a deficient production of pituitary 

gonadotropins (Dufour et al., 2003; Dufour et al., 2005). The understanding of the 

mechanisms regulating the gonadotropic axis and controlling eel reproduction is of particular 

interest, considering the drastic decline of wild populations (Stone, 2003) and the current lack 

of self-sustained aquaculture of this species. Furthermore, as the eel is a representative species 

of an early group of teleosts (the elopomorphs) (De Pinna, 1996), the comprehension of such 

mechanisms in this species may provide new insights on evolution and ancestral regulations 

of endocrine systems. 

In 1996, kisspeptin was first discovered as a metastasis suppressor peptide in human 

melanoma (Lee et al., 1996). In 1999, an orphan receptor, GPR54, was cloned in the rat (Lee 

et al., 1999) and it was not until 2001 that it was identified as the cognate receptor of 

kisspeptin (Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001). In 2003, a major breakthrough in 

reproductive endocrinology was achieved, as GPR54 gene was shown to be essential for 

puberty in human (de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003) and mice (Funes et al., 2003; 

Seminara et al., 2003). Ten years later, kisspeptin system is still considered as a major puberty 

gatekeeper and reproductive regulator, mediating GnRH and sex steroid effects on 

gonadotropins (García-Galiano et al., 2012; Pinilla et al., 2012).  

To date, the kisspeptin system has been identified in various vertebrate species, 

leading to the discovery of multiple genes encoding kisspeptins (from Kiss1 to Kiss3) (Biran 

et al., 2008; Felip et al., 2009; Kitahashi et al., 2009; Lee et al., 2009; Pasquier et al., 

submited) as well as multiple genes encoding their receptors (from Kissr-1 to Kissr-4) (Biran 

et al., 2008; Felip et al., 2009; Lee et al., 2009; Pasquier et al., 2012).  
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To date, mature kisspeptins have been purified only from two vertebrate species, the 

human and the xenopus. In human, which possess only one Kiss gene, multiple mature 

peptides (Kp1), including a mature peptide of 54-aa long [Kp1(54)], a Kp1(14), a Kp1(13) 

and a Kp1(10), were isolated from placental extracts (Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001). 

In the xenopus, a species presenting three Kiss genes including Kiss2, only a Kp2(12) has 

been isolated by HPLC (Lee et al., 2009). All mature kisspeptins cleaved from the same 

precursor share the same C-terminal 10-aa sequence, which is the minimal sequence required 

to specifically bind their cognate receptor, Kissr (Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001).  

In the eel, three Kissr have been recently characterised, i.e. Kissr-1, Kissr-2 and Kissr-

3 (Pasquier et al., 2012; Pasquier et al., 2011). Their tissue distribution and their regulation 

profiles during experimental maturation were analysed by qPCR and it was hypothesised that 

kisspeptin system could play a role in the reproductive function of the European eel (Pasquier 

et al., 2012). Furthermore, it has been demonstrated that heterologous kisspeptins can exert a 

specific in vitro inhibitory effect on the LHβ expression by primary culture of eel pituitary 

cells, strengthening the hypothesis of a potential involvement of kisspeptin system in the eel 

gonadotropic axis (Pasquier et al., 2011). Recently, two ORFs containing the conserved 

sequences of Kiss1 and Kiss2 genes were identified (Pasquier et al., 2012) in the European eel 

genome (Henkel et al., 2012).  

In the present study, we report the cloning of two eel Kiss transcripts (Kiss1 and 

Kiss2) corresponding to the two previously identified ORFs. Using specific qPCR approach, 

we, then, investigate the Kiss1 and Kiss2 distributions in various eel tissues as well as their 

regulation in the brain-pituitary-gonad (BPG) axis during experimental maturation.  
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2. Materials and Methods 

2.1. Animals 

European eels (Anguilla anguilla) were at the prepubertal "silver" stage, which 

corresponds to the last continental phase of the eel life cycle, preceding the oceanic 

reproductive migration. Cloning and tissue distribution were performed using female and 

male eels purchased from Rungis International Market (Rungis, France) and transferred to 

MNHN, France. Eel manipulations were performed according to the guidelines of the French 

Ministry of Agriculture and Fisheries; Veterinary Department for Animal Health and 

Protection under the supervision of authorised investigators (agreement N°I-75UPMC-F1-07). 

Experimental gonadal maturation was performed on farmed female eels at the DTU Aqua 

research facility at Lyksvad Fishfarm, Vamdrup, Denmark. Eel manipulations and 

experimental maturation were performed according to the guidelines of Danish Ministry of 

Food, Agriculture and Fisheries; Danish Veterinary and Food Administration (Approval 

reference for maturation experimentations: 2010/561-1783 “artificial reproduction of 

European eel”). Pain, suffering and stress were attempted minimized during transport and 

rearing throughout the experiments. All eels were anesthetized using benzocaine before 

sacrifice and whenever needed in relation to treatment. 

 

2.2. cDNA encoding European eel Kiss1 and Kiss2 

Total RNA from eel brain (di-/mesencephalon) was extracted using Trizol reagent and 

reverse-transcripted as previously described (Pasquier et al., 2011).  

Predicted genomic sequences of eel Kiss1 and Kiss2 were used to design specific 

Kiss1 and Kiss2 primers, respectively (Table 1). Using the Advantage 2 PCR Kit (Clontech), 

RACE PCRs with 5’cDNA or 3’cDNA as templates were performed as follows: an initial step 

of polymerase activation for 3 min at 94°C; then 10 cycles with 30s at 94°C for denaturing, 
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30s at 70°C for annealing, 90s at 72°C for primer extension; then 25 cycles with 30s at 94°C 

for denaturing, 30s at 68°C for annealing, 90s at 72°C for primer extension and a single final 

extension step of 5min at 72°C. PCR products of appropriate estimated size were sequenced 

at GATC biotech Ltd (Konstanz, Germany). The partial cDNA of each European eel Kiss 

were compiled using MEGA 5.0 software and the two obtained mRNA sequences were 

submitted to EMBL (Accession numbers: Kiss1: XXXXX; Kiss2: XXXXX).  

Even after many attempts, the sequencing of the 5’ RACE PCR amplicon 

systematically failed before reaching the 5’ end of the Kiss1 transcript certainly due to a 

highly GC rich region. While, both 3’ and 5’ ends of Kiss2 transcript were reached using 

RACE PCRs.  

 

2.3. Kiss tissue distribution in the European eel 

Various tissues were collected from eight freshwater female silver European eels to 

investigate the distribution of Kiss1 and Kiss2 expressions, using qPCR. Eels were sacrificed 

by decapitation. The following organs were sampled, stored in RNAlater (Ambion-Inc, 

Austin, TX, USA) and kept frozen at –20°C until RNA extraction: brain, pituitary, ovary, 

muscle, eye, liver, adipose tissue, kidney, intestine, gill and spleen. The brain was dissected 

into five parts (Sébert et al., 2008): olfactory bulbs, telencephalon, di-/mes-encephalon, 

cerebellum and medulla oblongata. In addition, testes from eight freshwater male silver 

European eels were also sampled.  

 

2.4. Eel experimental maturation 

Farmed female silver European eels transferred to seawater (36 ‰) received weekly 

injections of salmon pituitary extract for four months, as previously described (Pasquier et al., 

2012). Analyzes were performed on nine matured eels and seven controls. After sacrifice, 
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anterior brain (divided in two parts: olfactory bulbs/telencephalon; di-/mesencephalon), 

pituitary and ovary were dissected, stored in RNAlater and kept frozen at –20°C until RNA 

extraction.  

 

2.5. Quantitative real-time PCR (qPCR) 

Eel Kiss1 and Kiss2 specific primers (Table 1) were designed based on the European 

eel CDS sequences cloned in this study, and using Primer3 Software (Whitehead 

Institute/Massachusetts Institute of Technology, Boston, MA). To optimize the assays, 

different annealing temperatures were tested according to the melting temperature (Tm) of 

primers. To assess their specificity, amplification products were sequenced at GATC Biotech 

Ltd. Primers for European eel β-actin were designed as previously (Aroua et al., 2007) (Table 

1). All primers were purchased from Eurofins (Ebersberg, Germany). 

Quantitative assays of eel Kiss1, Kiss2, and β-actin mRNAs were performed using the 

LightCycler® System (Roche, Ltd. Basel, Switzerland) with SYBER Green I sequence-

unspecific detection as previously described (Aroua et al., 2007; Sébert et al., 2008; Weltzien 

et al., 2005).  The qPCR primers are listed in Table 1. The qPCRs were prepared with 4 µl of 

diluted cDNA template, 2 µl of PCR grade water, 2 µl of SYBR Green master mix and 1 µl of 

each forward and reverse primer (0.5 pmole each at final concentration). The qPCRs were 

performed as follows: an initial step of polymerase activation for 10 min at 95°C; then 41 

cycles with 15s at 95°C for denaturing, 5 s at 60°C for annealing, 10 s at 72°C for primer 

extension, 5 s at 83°C to avoid measurement of non-specific annealing; and a single final 

extension step of 5 min at 72°C. Each qPCR run contained a non-template control (cDNA was 

substituted by water) for each primer pairs to confirm that reagents were not contaminated. 

The efficiency of all primers was tested and the specificity of each reaction was assessed by 

melting curve analysis to ensure the presence of only one product, and by sequencing. 
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Individual tissue samples were then analyzed in duplicate by qPCR. Serial dilutions of cDNA 

pool of brain tissues were run in duplicate and used as a common standard curve and also 

included in each run as a calibrator. Normalisation of data was performed using total RNA 

content for the tissue distribution samples, and using β-actin mRNA level for experimental 

maturation samples. 

 

2.6. Prediction of peptidic features 

 Mature peptides were predicted from the kisspeptin precursors using NeuroPred tool 

(Amare et al., 2006). Signal peptide of Kisspeptin precursors were predicted using SignalP 

tool (Petersen et al., 2011). 

 

2.7. Statistical analysis 

Results are given as mean ± SEM. Means were compared by Student’s t-test using 

Instat (GraphPad Software Inc., San Diego, Calif., USA). 

 

3. Results 

3.1. Characterisation of European eel kisspeptins 

3.1.1. Cloning of European eel Kiss1 and Kiss2 cDNAs 

Using European eel specific Kiss1 primers, RACE PCRs, performed on brain cDNAs, 

led to the identification of a partial Kiss1 transcript sequence (EMBL: XXXX) encompassing 

partial 3’ UTRs of 30 bp, and a partial CDS of 314 bp. Once translated, the cloned Kiss1 CDS 

gives a 103-aa kisspeptin precursor exhibiting a 10-aa sequence (YNWNSFGLRY) 

characteristic of the kisspeptin family (Fig. 1A). 

Using European eel specific Kiss2 primers, RACE PCRs, performed on brain cDNAs, 

led to the isolation of the complete Kiss2 transcript sequence (EMBL: XXXX). The sequence 
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encompasses 5’ and 3’ UTR of 114 and 495 bp, respectively, and a CDS of 402 bp. Once 

translated, the cloned Kiss2 CDS gives a 134-aa kisspeptin precursor exhibiting a 10-aa 

sequence (FNRNPFGLRF) characteristic of the kisspeptin family (Fig. 1B). 

The comparison of both Kiss1 mRNA and Kiss2 mRNA to the European eel genome 

revealed that each transcript is encoded by two exons. Concerning Kiss2, the first exon 

encodes a 21-aa signal peptide. Both Kiss1 and Kiss2 exons-2 encode the Kiss1 and Kiss2 

mature peptides, respectively, including the characteristic 10-aa sequences of the kisspeptin 

family.  

3.1.2. Prediction of European eel mature kisspeptin 

 Considering the predicted kisspeptin precursors, each 10-aa conserved sequence is 

followed at its C-terminal side by a proteolytic cleavage and α-amidation site (Eipper et al., 

1992), i.e. GK-Stop motif for Kiss1 and GKR motif for Kiss2 precursor (Fig. 1).  

 Using NeuroPred software (Amare et al., 2006), we predicted two alkaline N-terminal 

end cleavage sites for each kisspeptin precursor, i.e. 6 aa and 22 aa upstream Kiss1 10-aa 

conserved sequence and 3 aa and 42 aa upstream the Kiss2 10-aa conserved sequence (Fig. 1).  

 The identification of the potential N-terminal and C-terminal cleavage sites of each 

precursor led to the prediction of two larger than 10-aa mature peptides for each kisspeptin. 

Kiss1 precursor could be cleaved in a 31-aa mature peptide [Kp1(31)] and a 15-aa mature 

peptide [Kp1(15)]. Kiss2 precursor could be cleaved in a 51-aa mature peptide [Kp2(51)] and 

a 12-aa mature peptide [Kp2(12)]. 

 

 

3.2. Tissue distribution of European eel Kiss1 and Kiss2 mRNAs 

 Specific qPCR protocols were developed for each eel Kiss and applied to the analysis 

of their respective tissue distribution (Fig. 2). 
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3.2.1. Kiss1 mRNA distribution 

Kiss1 mRNA was mainly expressed in the di-/mesencephalon part of the brain and in 

the pituitary. Low Kiss1 mRNA levels were measured in the eye and the testis. Its expression 

was close to the limit of detection in the telencephalon, cerebellum and muscle while it was 

under the limit of detection in the other investigated tissues (olfactory bulbs, medulla 

oblongata, ovary, kidney, adipose tissue, liver, intestine and spleen) (Fig. 2). 

3.2.2. Kiss2 mRNA distribution 

Kiss2 mRNA was mainly expressed in di-/mesencephalon part of the brain. A low 

expression of Kiss2 mRNA was measured in the medulla oblongata, the pituitary and testis. 

Its expression was under the limit of detection in the other tissues (olfactory bulbs, 

telencephalon, cerebellum, ovary, kidney, adipose tissue, liver, muscle, intestine and spleen) 

(Fig. 2). 

 

3.3. Regulation of eel Kiss expressions during experimental sexual maturation 

Experimental gonadal maturation was induced in female silver eels according to 

classical hormonal treatments (Ohta et al., 1996). The expressions of the two Kiss were 

analyzed by qPCR in the brain-pituitary axis, which encompasses the major sites of Kiss 

expression in the eel. 

In the olfactory bulbs/telencephalon part of the brain (Fig. 3A), Kiss2 transcript level 

was significantly up-regulated in matured eels as compared to control ones (x30.08, P<0.001), 

while Kiss1 remained at the limit of detection.  

In the di-/mes-encephalon (Fig. 3B), a trend of Kiss2 up-regulation can be observed in 

matured eels as compared to control ones, while no regulation of Kiss1 transcript level was 

recorded in this brain region. 
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In the pituitary (Fig. 3C), Kiss2 transcript level was significantly up-regulated in 

matured eels as compared to controls (x3.92; P<0.05), while no regulation of Kiss1 transcript 

level was observed.  

 

4. Discussion  

4.1. Characterisations of European eel Kiss1 and Kiss2  

4.1.1. Cloning of Kiss1 and Kiss2 

 In order to check the previously predicted Kiss1 and Kiss2 gene sequences (Pasquier et 

al., submited) and to further investigate their structures, we performed specific RACE PCR on 

Kiss1 and Kiss2 transcripts. The sequencing of the RACE PCR products and the comparison 

of their sequences to the European eel genome revealed a partial Kiss1 mRNA made, at least, 

of two exons and a complete Kiss2 mRNA made of two exons. This structure into two exons 

represents the conserved structure of Kiss genes (Tena-Sempere et al., 2012).  

 Once translated, both Kiss1 and Kiss2 transcripts encode for two proteins presenting 

the characteristics of the kisspeptin precursors. Among those characteristics, Kiss1 and Kiss2 

precursors present the conserved kisspeptin-10 sequences, i.e. YNWNSFGLRY for Kiss1 and 

FNRNPFGLRF for Kiss2. Moreover, kisspeptin1-10 [Kp1(10)] and kisspeptin2-10 [Kp2(10)] 

are followed at their C-terminal ends by a cleavage and α-amidation site, i.e. G-K-Stop and G-

K-R motifs, respectively.  Both kisspeptin-10 sequences are encoded by the final exon of each 

transcript in accordance with what has been observed in other species (Tena-Sempere et al., 

2012).  

 

4.1.2. Prediction of mature peptides 

 Using the NeurPred tool, we were able to predict N-terminal cleavage sites for each 

kisspeptin precursor. The predictions of those N-terminal cleavage sites in addition to the C-
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terminal α-amidation sites have delineated potential mature peptides that could be directly 

cleaved from Kiss1 and Kiss2 precursors. Thus, the best candidates for mature peptides in the 

European eel are Kp1(31), Kp1(15), Kp2(51) and Kp2(12).  

The presence of cleavage sites delineating a mature Kp1(15) seems to be conserved 

among teleosts (Tena-Sempere et al., 2012). In contrast, the presence of a glutamic acid (E) at 

the first position of the eel mature Kp1(15) seems to be a unique feature among teleosts. 

Interestingly, the presence of a E at the first position of a mature Kp1 is observed in the case 

of Kp1(16) in the sarcopterygians and a representative of actinopterygians, the spotted gar 

(Lepisosteus oculatus). This particular amino acid could indicate a potential N-terminal 

pyroglutamylation of those peptides (ex: pyro-ENFSSYNWNSFGLRY-amide). 

The existence of a mature Kp2(12) has been proven in xenopus (Lee et al., 2009) and 

the presence of a basic cleavage site 3 aa upstream Kp2(10) seems to be also conserved 

among teleosts such as in European eel.  

Although kisspeptin-10 is considered as the minimal sequence to specifically activate 

Kissr (Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001), in silico analysis did not provide evidence of the 

existence of mature Kp1(10) and Kp2(10) in any vertebrate including the European eel. As 

heterologous Kp(10), including human Kp1(10), induced the higher inhibitory effect on LH 

expression (Pasquier et al., 2011), we cannot exclude the potential existence of  mature eel 

Kp1(10) and eel Kp2(10) resulting, for example, from the degradation of a larger mature 

peptide. Eel Kp1(10) is identical to the rat Kp1(10), while eel Kp2(10) is unique due to the 

presence of an arginine (R) at its third position. The presence of an arginine at this position 

has only been reported so far in the Kp1(10) of the musk shrew (Suncus murinus) (Inoue et 

al., 2011). Further studies should aim at testing the functional properties of each predicted 

mature peptides of the European eel.  
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4.2. Kiss1 and Kiss2 mRNA distributions in the European eel gonadotropic axis 

In this study, European eel Kiss1 and Kiss2 mRNA present both similar and 

differential tissue distributions.  

Both eel Kiss1 and Kiss2 mRNA are highly expressed in the brain and mainly in the 

di-/mes-encephalon part. In other teleosts presenting two Kiss genes, such as sea bass 

(Dicentrarchus labrax), zebrafish, medaka and chub mackerel (Scomber japonicus), Kiss1 

and Kiss2 mRNAs are also highly expressed in the brain, indicating the conserved importance 

of kisspeptins in the teleost central nervous system. However, studies demonstrated that each 

transcript was located in different brain nuclei. Using ISH (Escobar et al., 2012; Kanda et al., 

2012; Ogawa et al., 2012; Servili et al., 2011) and laser-capture microdissection coupled with 

real-time PCR (Kitahashi et al., 2009), Kiss1 mRNA has been observed in the ventral 

habenula. In contrast, Kiss2 mRNA has been found in the preoptic region (Escobar et al., 

2012; Kanda et al., 2012; Ogawa et al., 2012) and in the hypothalamus (Escobar et al., 2012; 

Kanda et al., 2012; Kitahashi et al., 2009; Shimizu et al., 2012). In zebrafish, it has been 

evidenced that only Kiss2 neurons send projections to GnRH neurons and pituitary, 

suggesting a more marked involvement of Kiss2 than Kiss1 in the regulation of the 

gonadotropic activity of this species (Servili et al., 2011). 

Both European eel Kiss1 and Kiss2 mRNAs are also highly expressed in the pituitary. 

In contrast, only Kiss2 expression has been detected in zebrafish pituitary and only Kiss1 

expression in the sea bass and chub mackerel pituitaries (Escobar et al., 2012; Kanda et al., 

2012; Kitahashi et al., 2009; Shimizu et al., 2012). In the sea bass pituitary, Kiss1 mRNA was 

selectively expressed in most of the FSHβ positive cells but never in LHβ positive cells 

(Escobar et al., 2012).  

In a previous study, we showed the expression of the three eel Kissr in the brain and 

Kissr-1 and Kissr-2 in the pituitary (Pasquier et al., 2012). This further supports the potential 
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involvement of the kisspeptin system in the gonadotropic axis and the reproductive function 

of the European eel.  

The eel Kiss2 and Kiss1 expression levels were under the detection limit in the ovary 

and poorly expressed in the testis, while we previously showed a large expression of Kissr-1 

in both gonads (Pasquier et al., 2012). This could reflect a potential endocrine action of Kiss1 

and/or Kiss2 on European eel gonads.  

In the peripheral organs which do not belong to the brain-pituitary-gonad (BPG) axis, 

eel Kiss1 and Kiss2 expression levels were under the detection limit except in the eye where 

Kiss1 mRNA was well expressed. In the sea bass, both Kiss1 and Kiss2 mRNA were 

expressed in the liver and adipose tissue. In addition, Kiss1 was expressed in the gill while 

Kiss2 was expressed in the intestine and pancreas. In zebrafish and medaka, Kiss1 mRNA was 

poorly expressed in the peripheral organs while Kiss2 mRNA was expressed in the intestine, 

heart and kidney. In the chub mackerel, both Kiss1 and Kiss2 were expressed in gill, heart, 

liver, intestine, pancreas and adipose tissue. This demonstrates a species dependent pattern of 

Kiss expressions in the peripheral organs which could be completed by a sex and stage 

dependent pattern as shown by Felip and co-workers. In addition, as the three eel Kissr were 

also poorly expressed in the peripheral organs compared to the organs involved in the 

gonadotropic axis, we can hypothesise a more marked involvement of kisspeptin system in 

the reproductive function than in any other function of the European eel. Their regulation 

during experimental maturation provides additional information on the potential respective 

roles of Kiss1 and Kiss2 in the sexual maturation process. 
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4.3. Differential regulation of European eel Kiss1 and Kiss2 during experimental 

maturation 

Experimental maturations of silver female European eels, consisting of weekly SPE 

injections during four months, were performed to remove the pre-pubertal blockade by 

triggering the BPG axis directly at the gonad level. Such experiment is known to increase the 

steroidogenesis and release of testosterone and estradiol in blood circulation. Both sex steroid 

hormones can then exert feedback controls on brain and pituitary (Dufour et al., 2003; Dufour 

et al., 1989; Dufour et al., 1988; Dufour et al., 1993). In the present experiment, we showed 

an increase in brain GnRH and pituitary LHβ expressions (data not shown), both due to sex 

steroid positive feedbacks.  

In the present study, we also showed no regulation of Kiss1 expression while Kiss2 

expression was up-regulated in the brain and pituitary in matured eels. In other teleosts, such 

as in grass pufferfish, a marked increase of Kiss2 expression was also noticed in the brain and 

pituitary during the natural sexual maturation (Shahjahan et al., 2010). In zebrafish, Kitahashi 

et al did not show any changes of Kiss2 expression during puberty (Kitahashi et al., 2009), 

while it was recently demonstrated that the number of Kiss2 neurons increased under estradiol 

treatment (Servili et al., 2011). These observations suggest that sex steroid positive feedback 

effects could be mediated through Kiss2 in the eel.  

In zebrafish, Kiss1 expression increased to reach a maximum at pre-pubertal stage, 

which means that the expression rate stay constant during the puberty (Kitahashi et al., 2009). 

These could mean that eel Kiss1 could be involved at an earlier pubertal stage of the European 

eel maturation. Its expression could be regulated during the silvering process since it 

represents the first step of the puberty onset in European eel.  

Thus, both Kiss1 and Kiss2 could play a part in the European eel sexual maturation but 

not at the same time. Further investigations should focus on the comparisons of the Kiss1 and 
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Kiss2 expression levels between yellow and silver eels. Interestingly, a recent study has 

reported both importance of Kiss1 and Kiss2 and their alternating actions during the 

reproduction of stripped bass (Zmora et al, 2012).  

For the same maturation experiment, we previously showed an increase of Kissr-1 

expression in the brain in matured versus control eels (Pasquier et al., 2012). Those 

observations support the hypothesis of a stimulatory effect of kisspeptin system at the brain 

level, as Kiss2 and Kissr-1 transcripts are up-regulated in this tissue. 

 In the pituitary, Kiss2 expression was increased, while Kissr-1 and Kissr-2 

expressions decreased in matured versus control eels (Pasquier et al., 2012). We also 

previously demonstrated an in vitro inhibitory effect of heterologous kisspeptins on LHβ 

expression by eel pituitary cells in culture (Pasquier et al., 2011). Our data suggested that the 

inhibition of kisspeptin system on LHβ expression could be removed during sexual maturation 

by down regulation of Kissr-1 and Kissr-2 in the pituitary. Concerning the up-regulation of 

Kiss2 mRNa in the pituitary, we may also raise the hypothesis that this may reflect a potential 

endocrine role of Kiss2 on peripheral tissues. 

The role of the kisspeptin system in the European eel reproductive function appeared 

as very complex. Further investigations on kinetic expression of Kiss and Kissr mRNAs and 

protein quantification should aim at clarifying the exact role of each kisspeptin system 

component in the puberty and sexual maturation processes of the eel. 

 

Conclusion 

 In the present study, we cloned both Kiss1 and Kiss2 mRNAs and from the sequences 

of those two transcripts, we deduced the sequences of Kiss1 and Kiss2 peptidic precursors. 

We also predicted multiple mature peptides cleaved from each precursor. The tissue 

distribution of Kiss1 and Kiss2 mRNA revealed that both transcripts were predominantly 
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expressed in the brain-pituitary axis that strengthened the hypothesis of a potential 

involvement of kisspeptin system in the eel reproductive function. During experimental 

maturation, the up-regulation of Kiss2 in the brain and pituitary, while Kiss1 did not change, 

suggested a more marked involvement of Kiss2 than Kiss1 in the eel sexual maturation. 
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Figure legends 

 

Figure 1: Molecular cloning of eel partial Kiss1 mRNA (A) and complete Kiss2 mRNA 

(B). Nucleotides (top) are numbered from 5’ to 3’. The exon-exon juctions are represented by 

two nucleotides colored in red. The deduced amino-acid residues (bottom) are numbered 

beginning with the first methionine residue in the ORF (in green for Kiss2) or with the first 

codon of the known sequence (for Kiss1 partial mRNA). The asterisk (*) indicates the stop 

codon and signal peptide sequence is underlined. Conserved kisspeptin1-10 and kisspeptin2-

10 are shaded in black. C-terminal proteolytic α-amidation sites are shaded in grey and 

predicted N-terminal cleavage sites are coloured in blue. 

 

Figure 2: Tissue distribution of the expression of the two eel Kiss mRNAs. Olfactory 

bulbs (OB), telencephalon (Tel), di-/mesencephalon (Di/Mes), cerebellum (Cb), medulla 

oblongata (MO), pituitary, ovary, testis, muscle, eye, liver, adipose tissue (Fat), kidney, 

intestine and spleen. The relative expression of each Kissr mRNA was normalised to the 

amount of total RNA. Each bar represents mean ± SEM from 8 individuals. 

 

Figure 3: Regulations of the two eel Kiss expressions during experimental maturation. 

The relative expression of each Kiss mRNA was normalised to ß-actin mRNA. Each bar 

represents mean ± SEM from 7 control and 9 matured female eels. Significant difference 

between control and matured groups: *P < 0.05 and **P < 0.01 (Student’s t test). N.D. = Non 

detectable. 
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Table 1 

gene Name Sequence 5'-3' (bp) Tm (°C) Amplicon 
size (bp) PCR type Reference

Kiss1 RACE 3' CGCCACAAGCGGCCAAGAAG 68.97 ?
Kiss1 RACE 5' CCCGCTTCTTGGCCGCTTGT 69,41 ?
Kiss1 qPCR F GGTCTCTTAGGTACACCCCGT 57.93
Kiss1 qPCR R ACAGCTCCTCGCTCATTTG 57.54

Kiss2 RACE 3' AGGGCCACATTTCCTGCCGACT 68.77 ?
Kiss2 RACE 5' CCGAACGGATTGCGGTTGAATTTG 70.44 ?
Kiss2 qPCR F ACGGACGACTCAGGTTCTCT 57.33
Kiss2 qPCR R GCCCTCGATTTCACTGTCTT 57.76

β-actin F CAGCCTTCCTTCCTGGGT 58.60
β-actin R AGTATTTGCGCTCGGGTG 58.25

β-actin 225 qPCR Aroua et al, 2007

Kiss2
RACE PCR This study

144 qPCR This study

Kiss1
RACE PCR This study

87 qPCR This study
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Chapitre 6  

 

 

 

 

 

Origine et histoire évolutive des 

kisspeptines chez les vertébrés : apports des 

nouveaux génomes et comparaison des 

histoires évolutives des Kiss et des Kissr chez 

les vertébrés. 
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1. Introduction de l’article 4 

 Etant donné que la réévaluation de la diversité des Kissr nous a permis d’éclaircir 

certaines zones d’ombre de leur histoire évolutive, nous avons procédé de la même manière 

pour les Kiss. Nous avons donc recherché l’existence de Kiss dans les nouvelles bases de 

données génomiques. Nous avons notamment pu identifier l’existence de trois Kiss chez deux 

nouvelles espèces de vertébrés,  le cœlacanthe et la chimère, alors que jusqu’à présent seul le 

xénope en possédait autant.  

L’analyse phylogénétique des différents Kiss de vertébrés s’est avérée inadaptée à 

l’établissement d’une classification claire au sein de cette famille de gènes. En revanche, 

l’analyse des synténies a révélé l’existence de trois Kiss paralogues chez les vertébrés, Kiss1, 

Kiss2 et Kiss3. Elle a également mis en évidence la possible existence d’un quatrième 

paralogue, Kiss4, jamais observé jusqu’à ce jour. De plus, il semblerait que, comme pour les 

différents Kissr, les trois Kiss de vertébrés descendent d’un même ancêtre commun ayant subi 

la 1R et 2R. L’impact de la 3R aurait encore une fois été annulé par des pertes de gènes chez 

les téléostéens. Le Kiss4, quant à lui, aurait été perdu très précocement au cours de l’évolution 

des vertébrés. 

 Il nous est apparu intéressant de comparer l’histoire évolutive des Kiss à celle des 

Kissr afin de mieux comprendre l’histoire du système dans son ensemble. De cette 

comparaison est ressortie une image plus complexe du système que celle présentée par les 

différents auteurs jusqu’à présent. En effet, chaque lignée de vertébrés peut posséder sa propre 

combinaison de Kiss et de Kissr ce qui confirmerait la plasticité de ce système à travers 

l’évolution des vertébrés. 

 

2. Article 4: Comparative evolutionary histories of kisspeptins and kisspeptin receptors 

in vertebrates reveal both parallel and divergent features. 

  

 



 102 

Comparative evolutionary histories of kisspeptins and kisspeptin receptors 

in vertebrates reveal both parallel and divergent features 

 

Jérémy Pasquiera, Anne-Gaëlle Lafonta, Hervé Tostivintb, Hubert Vaudryc, Karine Rousseaua, 

and Sylvie Dufoura  

Submitted to Frontiers in Neuroendocrine Science; status: minor revisions 

a Research Unit BOREA, Biology of Aquatic Organisms and Ecosystems, Centre National de 

la Recherche Scientifique (CNRS) 7208- Institut de Recherche pour le Développement (IRD) 

207- Université Pierre et Marie Curie (UPMC) - Muséum National d'Histoire Naturelle 

(MNHN), 75231 Paris Cedex 05, France.  

b UMR 7221 CNRS/MNHN Evolution des Régulations Endocriniennes, Muséum National 

d’Histoire Naturelle, 75231 Paris Cedex 05, France 

c Laboratory of Cellular and Molecular Neuroendocrinology, INSERM U982, European 

Institute for Peptide Research (IFRMP 23), University of Rouen, 76821 Mont-Saint-Aignan, 

France. 

 

Running title: Evolutionary history of Kisspeptins and Kisspeptin receptors 

Number of words: 4 648; Number of figures: 5; Number of supporting data: 1 Table, 4 Figures 

 

Correspondence should be addressed to: 

Dr. Sylvie Dufour 

MNHN - UMR BOREA  

7 rue Cuvier, CP32 

75231 Paris Cedex 05 – France 

E-mail: sylvie.dufour@mnhn.fr 

mailto:sylvie.dufour@mnhn.fr


 103 

Abstract 
 
 

During the past decade, the kisspeptin system has been identified in various 

vertebrates, leading to the discovery of multiple genes encoding both peptides (Kiss) and 

receptors (Kissr). The investigation of recently published genomes from species of 

phylogenetic interest, such as a chondrichthyan,  the elephant shark, an early sarcopterygian, 

the coelacanth, a non-teleost actinopterygian, the spotted gar, and an early teleost, the 

European eel, allowed us to get new insights into the molecular diversity and evolution of 

both Kiss and Kissr families. We identified four Kissr in the spotted gar and coelacanth 

genomes, providing the first evidence of four Kissr genes in vertebrates. We also found three 

Kiss in the coelacanth and elephant shark genomes revealing two new species, in addition to 

xenopus, presenting three Kiss genes. Considering the increasing diversity of kisspeptin 

system, phylogenetic and synteny analyses enabled us to clarify both Kiss and Kissr 

classifications. We also could trace back the evolution of both gene families from the early 

steps of vertebrate history. Four Kissr and four Kiss paralogs may have arisen via the two 

whole genome duplication rounds (1R & 2R) in early vertebrates. This would have been 

followed by multiple independent Kiss and Kissr gene losses in the sarcopterygian and 

actinopterygian lineages. In particular, no impact of the teleost-specific 3R could be recorded 

on the numbers of teleost Kissr or Kiss paralogs. The origin of their diversity via 1R & 2R, as 

well as the subsequent occurrence of multiple gene losses, represent common features of the 

evolutionary histories of Kiss and Kissr in vertebrates. In contrast, comparisons revealed un-

matching numbers of Kiss and Kissr genes in some species, as well as a large variability of 

Kiss/Kissr couples according to species. These discrepancies support independent features of 

the Kiss and Kissr evolutionary histories across vertebrate radiation. 
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1. Introduction 

 

As increasing vertebrate genomes have been explored, the understanding of their 

structure and evolution has progressed in parallel. Indeed, the comparison of their gene 

organisation shades the light on various large-scale genomic events that occurred along 

vertebrate radiation. Among those events, in the early stages of their history, vertebrates 

experienced two rounds of whole genome duplication (1R & 2R), resulting in four-fold-

repeated genomes (Dehal and Boore, 2005). These two events can be traced through the study 

of gene families currently presenting up to four paralogs. In addition, the comparison of 

teleost genomes with other vertebrate genomes revealed a teleost-specific third round of 

whole genome duplication (3R), resulting in up to eight paralogs in the same gene family in 

this lineage (Amores et al., 1998).  

In 1996, kisspeptin was first discovered as an anti-metastatic peptide in human 

carcinoma (Lee et al., 1996). In 2001, the orphan receptor GPR54 was identified as the 

cognate receptor of kisspeptin (Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001). Two years later, both 

kisspeptin and its receptor were evidenced as key players of the reproductive function in 

mammals (de Roux et al., 2003; Funes et al., 2003; Seminara et al., 2003). They act upstream 

the gonadotropic axis mediating GnRH and steroid effects on gonadotropin secretion, and are 

considered as major puberty gatekeepers and reproduction regulators (Pinilla et al., 2012). To 

date, the kisspeptin system has been identified in various vertebrate species, leading to the 

discovery of multiple genes encoding kisspeptins as well as multiple genes encoding its 

receptors (Biran et al., 2008; Felip et al., 2009; Kitahashi et al., 2009; Lee et al., 2009).  

Concerning Kiss and Kissr diversity, contrasting situations are found in the different 

vertebrate phyla. Indeed, in eutherian species, one single gene, named Kiss1r, encodes the 

kisspeptin receptor and one single gene, named Kiss1, encodes kisspeptin. In prototherians, 
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such as platypus (Ornithorhynchus anatinus), two kisspeptins and two receptors are present 

(Lee et al., 2009). To date, in teleosts, two situations have been reported. One Kiss gene and 

one Kissr gene are present in some species such as fugu (Takifugu niphobles), tetraodon 

(Tetraodon nigroviridis) and stickleback (Gasterosteus aculeatus). In contrast, a second Kiss 

as well as a second Kissr genes have been evidenced in some species including zebrafish 

(Danio rerio) (Biran et al., 2008), goldfish (Carassius auratus) (Li et al., 2009), medaka 

(Oryzias latipes) (Lee et al., 2009), and striped bass (Morone saxatilis) (Zmora et al., 2012). 

Until recently the maximum number of Kiss and Kissr genes was found in an amphibian 

species, the xenopus (Silurana tropicalis), with three paralogs of each gene. In birds, on the 

opposite, neither Kiss nor Kissr have been found.  

So far, in all these cases, a matching number of Kiss and Kissr genes has been 

reported, leading to the suggestion of the occurrence of “paired Kiss/Kissr “systems (Kim et 

al., 2012). 

The recent publications of genomes from representative species of key phylogenetic 

positions makes it possible to revisit the diversity, the origin and the evolution of Kiss and 

Kissr in vertebrates. These genomes include a chondrichthyan, the elephant shark 

(Callorhinchus milii) (Venkatesh et al., 2007), a representative of early sarcopterygians, the 

coelacanth (Latimeria chalumnae, coelacanth genome project, Broad Institute), a non-teleost 

actinopterygian, the spotted gar (Lepisosteus oculatus) (Amores et al., 2011), and an early 

teleost (elopomorphe), the European eel (Anguilla anguilla) (Henkel et al., 2012). Gene 

characterisation, phylogenetic and syntenic analyses allowed us to provide new insights on the 

respective evolutionary histories of Kiss and Kissr families. Furthermore, the comparison of 

proposed Kiss and Kissr phylogenetic histories highlighted common processes as well as 

divergent events leading to discuss the existence of conserved Kiss/Kissr couples among the 

various vertebrate lineages.  
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2. Diversity and evolutionary history of Kissr in vertebrates  

2.1. Diversity and classification of Kissr 

2.1.1. Current data 

A single gene, named Kiss1r, encoding the kisspeptin receptor has been found in 

eutherian mammals including humans, while two receptors are present in a prototherian, the 

platypus (Lee et al., 2009). Various situations are observed in other tetrapods, as shown by the 

lack of Kissr in birds and up to a maximum of three Kissr paralogous genes in the xenopus 

(Lee et al., 2009). In teleosts, at least one Kissr is present in all species investigated so far (for 

review (Tena-Sempere et al., 2012). A second Kissr gene could be evidenced in some species 

including zebrafish (Biran et al., 2008), goldfish (Li et al., 2009), medaka (Lee et al., 2009), 

and striped bass (Zmora et al., 2012). However, these second paralogs are lacking in the 

genomes of other teleosts, such as fugu, tetraodon and stickleback (Pasquier et al., in press). 

In chondrichthyans, no Kissr has been identified to date. Concerning cyclostomes, the 

existence of one Kissr gene has been reported in the sea lamprey (Petromyzon marinus) 

(Pasquier et al., 2011).  

2.1.2. New advances in Kissr gene characterisation 

 a. Multiple Kissr in early osteichthyans 

          Recently, we described three Kissr genes in the genome of a basal teleost, the European 

eel, providing the first evidence of the existence of three Kissr genes in a teleost species 

(Pasquier et al., in press). Furthermore, we described four Kissr in the genome of a non-teleost 

actinopterygian, the spotted gar, as well as in the genome of a basal sarcopterygian, the 

coelacanth (Pasquier et al., in press). This provided the first evidence for four Kissr genes in 

vertebrate species and revealed a larger diversity of Kissr than previously described. 
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 b. Search for Kissr in chondrichthyans  

 So far, no Kissr sequence has been reported in chondrichthyans. Our search in the 

elephant shark genome has only led to the identification of multiple partial sequences, 

corresponding at least to two Kissr (unpublished data). Ongoing sequencing of other 

chondrichthyan genomes, such as dogfish (Scyliorhinus canicula), may provide more insights 

into the Kissr diversity in the sister group of osteichthyans.  

2.1.3. Phylogeny, synteny and classification of Kissr 

Phylogenetic analysis of 51 peptidic Kissr sequences clustered the osteichthyan Kissr 

into four clades, each one encompassing a coelacanth and spotted gar Kissr (Pasquier et al., in 

press). Clade-1 mainly encompassed mammalian Kissr including human Kiss1r, as well as 

xenopus Kissr-1a, European eel Kissr-1, spotted gar Kissr-1 and coelcanth Kissr-1. Clade-2 

mainly encompassed teleost Kissr including European eel Kissr-2, as well as amphibian, 

spotted gar and coelacanth Kissr-2. Clade-3 encompassed a few teleost Kissr including 

European eel Kissr-3 as well as xenopus Kissr1b, spotted gar and coelacanth Kissr-3. Clade-4 

encompassed two early osteichthyan (spotted gar and coelacanth) Kissr-4 and two tetrapod 

Kissr (lizard and platypus) (Pasquier et al., in press).  

 Synteny analysis of Kissr neighboring genes, performed on eleven representative 

vertebrate species including the European eel, coelacanth and spotted gar, fully supported the 

phylogenetic repartition of Kissr in four clades. Based on this classification, we proposed a 

new nomenclature of the Kissr family (Kissr-1, Kissr-2, Kissr-3 and Kissr-4). 

  

2.2. Evolutionary history of Kissr 

2.2.1. Origin of Kissr diversity via 1R & 2R 

Synteny analysis revealed that the four Kissr neighboring genomic regions were 

highly conserved, each presenting paralogs from eight gene families i.e. PALM, PTBP, 
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GRIN3, GADD45, DIRAS, ZCCHC, LPAR, ZNF644/WIZ (Pasquier et al., in press). The 

hypothesis of the potential existence of four Kissr paralogons in vertebrates had been 

previously raised by Lee et al (2009) and Kim et al (2012), although only a maximum of three 

Kissr genes had been evidenced. Our finding of four Kissr genes, located on four paralogous 

genomic regions, in coelacanth and spotted gar, provides direct evidence validating this 

former hypothesis. These four Kissr paralogons likely resulted from the two successive 

genomic duplications (1R & 2R) of a single ancestral genomic region (Fig. 1).  

Recently, one study proposed the reconstruction of ten proto-chromosomes of the 

ancestral vertebrate karyotype and their linkage to the corresponding tetra-paralogons in the 

human genome (Nakatani et al., 2007). Considering our localisation of the four Kissr syntenic 

regions in the human genome, we can hypothesize that the corresponding tetra-paralogons 

resulted from the duplications of one single region localized on the proto-chromosome-A of 

the vertebrate ancestor (Pasquier et al., in press). 

2.2.2. A subsequent history of Kissr losses 

a. Multiple loss events in sarcopterygian and actinopterygian lineages 

Since the spotted gar and the coelacanth are the only two vertebrate species in which 

we evidenced four paralogous Kissr, we can hypothesize multiple Kissr loss events to explain 

the status of this receptor in current vertebrates (Fig 2A). In the sarcopterygian lineage, Kissr-

4 may have been lost in amphibians, while Kissr-1 and Kissr-2 would have been lost in early 

amniots. Subsequent additional losses may have led to the presence of only Kissr-1 in 

eutherian mammals and to the absence of any Kissr in birds.  

b. No impact of the teleost-specific-3R on Kissr number in current species 

Considering the presence of four Kissr in a non-teleost actinopterygian, the spotted 

gar, the teleost-specific 3R could have resulted in the potential existence of up to eight Kissr 

genes. However, we only found three Kissr in the European eel, representing the current 
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maximum number of this gene in teleosts. Furthermore, each eel Kissr is orthologous to a 

different tetrapod Kissr, supporting the absence of any teleost-specific Kissr. Synteny analysis 

demonstrated that each of the four Kissr paralogous genomic regions, present in the spotted 

gar, was duplicated in zebrafish, in agreement with the 3R. This analysis also indicated that 

all 3R-copies of Kissr were lacking in the corresponding duplicated regions (Fig 1). This 

suggests an early loss of duplicated Kissr genes, which would have suppressed the impact of 

the 3R on the number of Kissr in teleosts (Fig 2A). Additional successive deletions may have 

led to the presence of three Kissr in a basal teleost (the eel), two Kissr in a cypriniforme 

(zebrafish) and only one Kissr in a more recent teleost (stickleback) (Fig 2A). 

 

3. Diversity and evolutionary history of Kiss in vertebrates 

3.1. Diversity and classification of Kiss 

 3.1.1 Current data 

In contrast to the receptor proteins which present several conserved domains, the Kiss 

genes encode precursors which are highly variable among vertebrates, except for the short 

sequence of the mature decapeptide [Kp(10)]. This makes difficult to obtain Kiss mRNA 

sequences by classical molecular strategies. Genomic database analyses thus represent the 

best approach to characterize the Kiss set for a given species. However, the small 

characteristic sequence of Kiss, encoding Kp(10), could be missing in genomic databases due 

to sequencing or assembly limitations.  

All previously investigated osteichthyan species, possessed the same number of Kiss 

genes as Kissr genes: one Kiss in eutherian mammals, two in prototherians, three in 

amphibians, none in birds, and one or two in teleosts (Lee et al., 2009). In chondrichthyans, 

two Kiss genes are present in the elephant shark genome (Lee et al, 2009), while our current 

investigation also suggests the existence of at least two Kissr genes. In cyclostomes, two Kiss 
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genes also exist (Lee et al 2009), while only one Kissr could be predicted until now (Pasquier 

et al, 2011).  

3.1.2 New advances in Kiss gene characterisation 

To further assess the Kiss diversity in vertebrates, we re-investigated the presence of 

these genes in the genome of the elephant shark, the coelacanth, the spotted gar and the 

European eel, representative species from four groups of relevant phylogenetical positions. 

We performed TBLASTN in the four genomes resulting in the identification of several open 

reading frames (ORF) containing conserved sequences coding for Kiss genes. 

a. Two Kiss genes in the European eel genome 

The two ORFs containing Kiss are 296 bp and 327 bp long, respectively (Supporting 

Fig 1). Once translated, each of them leads to a peptidic sequence encompassing a 

decapeptide: YNWNSFGLRY [European eel Kp1(10)] and FNRNPFGLRF [European eel 

Kp2(10)], respectively (Fig. 3). The C-terminal end of the Kp1(10) sequence is followed by a 

GK-Stop motif, while the Kp2(10) sequence is followed by a GKR motif. The sequences “X-

G-Basic-Basic” or “X-G-Basic” are characteristic of the conserved proteolytic cleavage and 

α-amidation sites of neuropeptides (Eipper et al., 1992). Assuming that all vertebrate Kiss 

genes are made of two exons (for review (Tena-Sempere et al., 2012), the ORFs coding for 

these decapeptides could encompass the exon-2 for each eel Kiss gene. 

b. Two Kiss genes in the spotted gar genome 

The two ORFs containing Kiss are 348 bp and 300 bp long, respectively (Supporting 

Fig 2). Once translated, each of them leads to a peptidic sequence presenting a putative 

decapeptide: YNWNSFGLRY [spotted gar Kp1(10)] and FNFNPFGLRF [spotted gar 

Kp2(10)], respectively (Fig. 3). The C-terminal ends of these two sequences are followed by a 

GKR motif. The ORFs coding for these decapeptides could encompass the exon-2 for each 

spotted gar Kiss gene. 
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c. Three Kiss genes in the coelacanth genome 

The three ORFs containing Kiss are 363 bp, 396 bp and 81 bp long, respectively 

(Supporting Fig 3). Once translated, each of them leads to a peptidic sequence encompassing 

a putative decapeptide: YNWNTFGLRY [coelacanth Kp1(10)], FNFNPFGLRF [coelacanth 

Kp2(10)] and FNWNSFGLRF [coelacanth Kp3(10)], respectively (Fig. 3). The C-terminal 

ends of the Kp1(10) and the Kp2(10) sequences are followed by a GKR motif, while the 

Kp3(10) is followed by a GKK motif. The ORF coding for the Kp1(10) and the Kp2(10) 

could encompass the exon-2 for coelacanth Kiss1 and Kiss2. Seven amino acids up-stream the 

sequence of the Kp3(10), a stop codon appears suggesting that coelacanth Kiss3 gene could 

have a different intro-exon structure compared to what has been described so far or it can 

suggest that this gene is no longer expressed. 

d. A third Kiss gene in the elephant shark genome 

While two Kiss (Kiss1 and Kiss2) were previously identified (Lee et al., 2009), we 

were able to localize a new ORF of 315 bp containing a third Kiss (Supporting Fig 4). Once 

translated, it leads to a peptidic sequence encompassing the decapeptide YNLNSFGLKF 

[elephant shark Kp3(10)] (Fig 3). The C-terminal end of this peptide is followed by a GKR 

motif. This ORF could encompass the exon-2 of the elephant shark Kiss3.  

3.1.3. Kiss sequence alignment and comparisons  

The alignment of 56 kisspeptin precursors revealed a high variability of their amino-

acid sequences except for the sequences corresponding to Kp(10) and its few surrounding 

amino-acids which, in contrast, are highly conserved (data not shown). Such a pattern, which 

is representative of many other neuropeptide precursors, provides poor phylogenetic 

information within alignment matrix. This lack of information makes the use of phylogenetic 

analysis inappropriate to establish homology relationships within this kind of peptide 

precursor family.   
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 3.1.4. Novel Kp(10)  

Among the new Kiss genes predicted in the present study, four of them encode novel 

Kp(10) (Fig. 3). The singularity of the elephant shark Kp3(10) is the presence of a lysine (K) 

instead of an arginine (R) at the ninth position. The coelacanth Kp1(10) provides the first case 

of a threonine (T) at the third position. The coelacanth Kp3(10) is the only one to present both 

a phenylalanine (F) at the first position and a serine (S) at the third position. The European eel 

Kp2(10) presents at its third position an arginine (R), which possesses different physical and 

chemical properties from amino acids commonly present at this position. Up to now, only the 

musk shrew (Suncus murinus) Kp1(10) presented an arginine at the third position and it was 

evidenced that its kisspeptin system was involved in the reproductive function as in other 

mammals (Inoue et al 2011). Since the impacted positions by the amino-acid substitutions 

have not been characterised as highly critical for Kp(10) functional properties (Curtis et al., 

2010; Gutiérrez-Pascual et al., 2009), those new Kp(10) may have conserved their 

functionality. Since Kp(10) is considered as the smallest required sequence to specifically 

bind to the receptor (Kotani et al., 2001), it could be of interest to test all those peptides in 

future pharmacological studies in order to assess their structure/function relationships. 

 

3.1.5. Syntenic analysis and classification of Kiss genes 

In order to classify the different Kiss paralogs, we performed a syntenic analysis of the 

Kiss neighbouring genes. We considered the following vertebrate representatives: mammals 

(human), birds (chicken), squamates (lizard), amphibians (xenopus), basal sarcopterygians 

(coelacanth), non-teleost actinopterygians (spotted gar) and teleosts (zebrafish, stickleback, 

and European eel).  

The human Kiss1, xenopus Kiss1a, coelacanth Kiss1, spotted gar Kiss1 and zebrafish 

Kiss1 are positioned in genomic regions containing common loci, including TEAD3, NAV1, 
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PPP1R12B, PPFIA4, MYBPH, KCNC4, REN, GOLT1A, PLEKHA6, PPP1R15B, PIK3C2B 

and SYT6, thus exhibiting well conserved synteny (Fig. 4A). This supports the orthology of 

these Kiss genes, all considered as Kiss1 genes. Syntenic analysis suggests that the 

stickleback, lizard and chicken genomes do not contain any Kiss1 gene, although the above-

mentioned neighbouring genes are present in the corresponding genomic regions (Fig. 4A). 

The peptidic sequence of eel Kiss1 presents many similarities to the other Kiss1, but the eel 

Kiss1 gene is located on too small scaffolds to contain any other gene, preventing from any 

syntenic analysis. 

The lizard Kiss2, coelacanth Kiss2, spotted gar Kiss2, zebrafish Kiss2, stickleback 

Kiss2 and European eel Kiss2 genes are positioned in genomic regions containing common 

loci including STRAP, PLEKHA5, GOLT1B, C12orf39, GYS2, LDHB, KCNJ8, ABCC9, 

CMAS, SYT10, NAV3, PPFIA2 and KCNC2, thus exhibiting well conserved synteny (Fig. 4B). 

This supports the orthology of these Kiss genes, all considered as Kiss2 genes. Syntenic 

analysis suggests that human and chicken genomes do not contain any Kiss2 gene, although 

the above-mentioned neighbouring genes are present in the corresponding genomic region 

(Fig. 4B). 

The coelacanth Kiss3 and the xenopus Kiss1b genes are positioned in genomic regions 

containing common loci, including TEAD2, PIH1D1 and ALDH16A1, thus exhibiting well 

conserved synteny (Fig. 4C). This supports the orthology of these two Kiss genes, both 

considered here as Kiss3 genes. Syntenic analysis suggests that human, lizard, spotted gar and 

teleost genomes do not contain any Kiss3 gene, although the above-mentioned neighbouring 

genes are present in the corresponding genomic regions (Fig. 4C). Syntenic analysis also 

suggests that the whole considered region is absent from the chicken genome. 

Our syntenic analysis demonstrated that the Kiss genes are localized in three different 

genomic regions.  
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3.2. Evolutionary history of Kiss  

3.2.1. Origin of Kiss diversity via 1R & 2R  

This syntenic analysis also allowed us to investigate the origin of the multiple Kiss 

genes evidenced in vertebrates.  

The three conserved genomic regions, presenting Kiss genes, also comprise other 

paralogs from eleven gene families: TEAD (4 paralogs), NAV (3 paralogs), PPFIA (4 

paralogs), KCNC (4 paralogs), GOLT1 (2 paralogs), PLEKHA (4 paralogs), PPP1R15 (2 

paralogs), PIK3C2 (3 paralogs), SYT (4 paralogs), GYS (2 paralogs) and PTH (2 paralogs) 

(Fig. 4A-C). The members of those families are present among the three Kiss syntenic regions 

and they also delineate a fourth conserved region (Fig. 4D), which does not present any Kiss 

gene in the osteichthyan representative species studied so far. Thus, the four conserved 

regions delineated by the eleven gene families can be considered as paralogous (tetra-

paralogon).  

Considering the reconstruction of the ancestral vertebrate chromosomes, their linkage 

to the tetra-paralogons in the human genome (Nakatani et al., 2007) and our localisation of the 

four Kiss syntenic regions in the human genome (on Chromosomes 1, 11, 12 and 19), we can 

hypothesize that the Kiss tetra-paralogons resulted from the duplications of one single 

genomic region localized on the proto-chromosome-D of the vertebrate ancestor. Therefore, 

we can infer that the current three Kiss genes may have resulted from a single ancestral gene 

duplicated through 1R & 2R that occurred in early steps of vertebrate evolution (Fig. 5).  

3.2.2. A subsequent history of Kiss losses 

a. Multiple loss events in sarcopterygians and actinopterygians 

The 1R & 2R events should have resulted in four different Kiss genes in vertebrates. 

Since the fourth Kiss gene (referenced as Kiss4 in this study) has not been evidenced in any 
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species studied so far, we can hypothesize an early loss of this gene after the 2R. As only a 

chondrichthyan, the elephant shark, and two sarcopterygians, the coelacanth and xenopus, still 

present three Kiss genes, whereas all other species possess less than three Kiss, we can 

hypothesize multiple additional events of Kiss losses in vertebrates (Fig. 2B). 

In tetrapods, Kiss3 would have been lost in amniotes. Further alternative losses may 

have occurred in this lineage, with only Kiss1 remaining in eutherian mammals and only 

Kiss2 in squamates (lizard). Finally, additional losses would have led to the complete absence 

of Kiss in birds (Fig 2B). 

b. No impact of the teleost-specific-3R on Kiss number in current species 

In the actinopterygian lineage, the teleost-specific 3R and the presence of two Kiss in a 

non-teleost actinopterygian, the spotted gar, implied the potential existence of at least four 

Kiss genes in the early teleost history. However, our study showed that so far the largest 

number of Kiss exhibited by current teleosts is two. Furthermore, each teleost Kiss is 

orthologous to a different tetrapod Kiss, indicating that no teleost-specific Kiss exists. Synteny 

analysis revealed that each of the four Kiss genomic regions present in the spotted gar is 

duplicated in teleosts in agreement with the 3R event but that duplicated Kiss genes are 

lacking (Fig 4 and 5). This suggests an early loss of duplicated Kiss genes suppressing the 

impact of the 3R on the number of Kiss in teleosts (Fig 2B). Additional deletion may have led 

to the presence of only Kiss2 in gasterosteiforms (the stickleback) (Fig 2B).  

Kiss evolutionary history was punctuated by numerous loss events through vertebrate 

radiation (Fig. 2B). 

 

4. Comparison of the evolutionary histories of Kiss and Kissr in vertebrates 

 The new data concerning Kiss and Kissr diversities enabled to improve their respective 

classifications and evolutionary histories. A remaining challenge is to elucidate whether Kiss 
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and Kissr families have experienced parallel histories during vertebrate radiation. The 

comparative study of the current status of both components in vertebrates allows a better 

understanding of the whole system. 

  

4.1. Features in agreement with parallel histories 

 4.1.1. Origin of the Kiss and Kissr multiplicity via 1R and 2R 

Our syntenic studies suggest that the vertebrate Kiss and Kissr families both resulted 

from the successive duplications of a single ancestral gene through the 1R & 2R (Fig 2). 

Thus, Kiss and Kissr experienced, in parallel, the two first genome duplication rounds 

resulting in four copies of each gene in the early steps of the vertebrate evolutionary history 

(Fig. 2). While Kissr gene homologs were characterized in non-vertebrate species, tracing 

back the presence of an ancestral Kissr in early deuterostomes, Kiss genes have not yet been 

evidenced in non-vertebrate species. 

4.1.2. Subsequent history of gene losses 

Both Kiss and Kissr families were composed of four genes in the early steps of the 

vertebrate history. However, most of the current vertebrate species investigated so far present 

less than four copies of Kiss and Kissr genes. The current numbers of both Kiss and Kissr 

genes suggest that both families underwent numerous independent loss events across 

vertebrate history (Fig. 2).   

4.1.3. No impact of the teleost-specific 3R 

 Thee teleost lineage, which has experienced a third whole genome duplication round 

(3R), could have been expected to possess up to eight Kiss and Kissr genes. However, the 

analyses of the Kiss and Kissr within teleost genomes revealed a maximum of three Kissr and 

two Kiss genes and did not reveal any 3R-specific copies of Kiss or Kissr genes. This suggests 

that the teleost-specific 3R did not impact the current number of Kiss or Kissr genes, 
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reflecting massive losses of the 3R-copies of both Kiss and Kissr genes in early teleosts (Fig. 

2). 

 

4.2. Features in opposition to parallel histories: independent loss events 

4.2.1. Un-matching number of Kiss and Kissr in some species 

In the current gnathostomes, we observed a maximum of four Kissr but only three Kiss 

paralogs. This difference suggests that this lineage inherited the four Kissr copies resulting 

from the 1R & 2R, whereas the fourth Kiss may have been lost before or at an early stage of 

the gnathostome emergence (Fig. 2). This situation was observed in an early sarcopterygian, 

the coelacanth, while an even larger difference in Kissr (four) and Kiss (two) numbers was 

found in the spotted gar, reflecting an additional independent loss of Kiss in the 

actinopterygian lineage. An un-matching number of Kissr (three) and Kiss (two) was also 

observed in an early teleost, the European eel, while additional losses may have led to equal 

numbers of Kissr and Kiss in more recent teleosts (two or one according to the species). These 

variations in Kissr/Kiss numbers reflect different timing of Kiss and Kissr loss events. Those 

hypotheses suggest that Kiss losses occurred independently among the different gnathostome 

lineages and also independently from the Kissr losses.  

4.2.2. Various Kiss/Kissr combinations across vertebrates 

The hypothesis of independent Kiss and Kissr evolutionary histories is also 

strengthened by the comparison of the gene sets present in species with even matching 

numbers of Kiss and Kissr. For example, lizard and stickleback both present the Kiss2 gene, 

whereas they possess different Kissr, i.e. Kissr-4 in the lizard and Kissr-2 in the stickleback 

(Fig. 2). The same observation can be done comparing the kisspeptin systems of platypus and 

zebrafish, which both present the Kiss1 and Kiss2 genes, whereas their sets of receptors are 

completely different, i.e. Kissr-1 and Kissr-4 in platypus versus Kissr-2 and Kissr-3 in 
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zebrafish (Fig 2). These observations strongly suggest a large variety of Kiss and Kissr 

combinations, resulting from independent loss events. These data shade new lights on the 

evolution of the kisspeptin system in vertebrates and challenge the former hypothesis of a 

conservation of Kiss/Kissr couples across vertebrate evolution. This diversity among 

vertebrates opens new research avenues for comparative physiology and endocrinology of 

kisspeptin system. 

 4.2.3 What could have favored the independent evolutions of Kiss and Kissr? 

In vitro studies, including tests on recombinant receptors, evidenced large cross-

activities between kisspeptin receptors and various homologous or heterologous kisspeptides 

(Biran et al., 2008; Lee et al., 2009; Li et al., 2009). Such a property could have promoted the 

independence of the Kiss and Kissr evolutionary histories. This could explain the situation of 

species presenting un-matching numbers of Kiss and Kissr genes, as well as the high 

variability of Kiss/Kissr gene combinations across vertebrate species. In the case of the 

presence of multiple Kiss/Kissr genes in a given species, anatomical relationships between 

projections of Kiss neuron and target cells expressing Kissr may provide cues for determining 

Kiss/Kissr functional couples. Thus, in situ hybridization and immunocytochemical studies 

allowed revealing specific Kiss/Kissr couples in zebrafish which presents two Kiss and two 

Kissr genes (Servili et al, 2011). All these data underline the importance of investigating the 

gene diversity, the anatomical organization and the functional properties of the kisspeptin 

system in various species, regarding the potential high variability of this system among 

vertebrates.  

 

5. Conclusion 

 Kisspeptin system is known to play a role in many physiological processes such as 

antimetastasis, energy metabolism homeostasis, pregnancy and puberty onset. Even though 
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this system has been widely studied in the last few years, its diversity and evolutionary history 

remained unclear. Thanks to the newly published genomes of osteichthyans of key 

phylogenetical positions, we were able to provide new data on the diversity of Kiss and Kissr 

genes, to clarify the classification of these genes and to bring new insights on the evolutionary 

history of these gene families. Four Kissr and four Kiss genes may have arisen via the 1R & 

2R in early vertebrates. This would have been followed by multiple independent Kiss and 

Kissr gene loss events in the sarcopterygian and actinopterygian lineages. In particular, due to 

massive Kiss and Kissr gene losses, no impact of the teleost-specific 3R can be recorded on 

the number of Kissr or Kiss paralogs in current teleost species. The comparison of both Kiss 

and Kissr gene status in the current vertebrates supports the independence of the Kiss and 

Kissr evolutionary histories across vertebrate radiation. It also underlines a large diversity of 

Kiss/Kissr possible combinations that needs to be taken into account in future comparative 

studies. 
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Legends to figures 

Figure 1: Proposed origin of osteichthyan Kissr tetra-paralogons. The paralogous genes of 

each of the eight identified families delineate four paralogons in the spotted gar, coelacanth 

and human genomes and a duplicated tetra-paralogon in the zebrafish genome. This suggests 

a common origin of the four Kissr before the two whole genome duplication rounds (1R & 

2R) occurred in the early vertebrate history. This also suggests no impact of the 3R on Kissr 

number in current teleosts. Chr: chromosome; LG: linkage group. 

 

Figure 2: Current status and proposed evolutionary history of Kissr genes (A) Vs 

current status and proposed evolutionary history of Kiss genes (B). (1) vertebrates, (2) 

gnathostomes, (3) osteichthyans, (4) actinopterygians, (5) sarcopterygians, (6) teleosts, (7) 

tetrapods, (8) amniots, (9) eutelosts, (10) diapsides, (11) mammals. The names of the current 

representative species of each phylum are given at the end of the final branches, together with 

the symbol of the Kiss and Kissr genes they possess. These hypotheses assume the presence 

of four Kiss and four Kissr paralogs in the vertebrate lineage resulting from the two rounds of 

vertebrate whole genome duplication. Multiple subsequent gene loss events are indicated in 

the various lineages. 

 

Figure 3: Sequence alignment of vertebrate Kp(10). At each position, identical amino acids 

are shaded in dark grey and similar amino acids in light grey. Newly identified sequences are 

underlined and unique sequences are marked by an asterisk. 

 

Figure 4: Conserved genomic synteny of osteichthyan Kiss. Genomic synteny maps 

comparing the orthologs of Kiss1 (A), Kiss2 (B), Kiss3 (C), Kiss4 (D) loci and their 
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neighbouring genes. Analyses were performed on the genomes of human (Homo sapiens), 

platypus (Ornithorhynchus anatinus), lizard (Anolis carolinensis), chicken (Gallus gallus), 

xenopus (Silurana tropicalis), coelacanth (Latimeria chalumnae), spotted gar (Lepisosteus 

oculatus), zebrafish (Danio rerio), stickleback (Gasterosteus aculeatus) and European eel 

(Anguilla anguilla). This map was established using the PhyloView of Genomicus v67.01 

web site, manual annotation of the European eel genome using CLC DNA Workbench 6 

software and the gene annotation of the coelacanth and spotted gar genomic databases. Kiss 

genes are named according to our proposed nomenclature (Kiss1 to Kiss4). The other genes 

are named after their human orthologs according to the Human Genome Naming Consortium 

(HGNC). Orthologs of each gene are shown in the same color. The direction of arrows 

indicates the gene orientation, with the position of the gene (in 10-6 base pairs) indicated 

below. The full gene names and detailed genomic locations are given in Supporting Table 1. 

Chr: chromosome; LG: linkage group; Gr: group; Sc: scaffold; Cg: contig.  

 

Figure 5: Proposed origin of osteichthyan Kiss tetra-paralogons. The paralogous genes of 

each of the eleven identified families delineate four paralogons in spotted gar, coelacanth and 

human genomes and a duplicated tetra-paralogon in the zebrafish genome. This suggests a 

common origin of the three Kiss before the two whole genome duplication rounds (1R & 2R) 

occurred in the early vertebrate history. This also suggests no impact of the 3R on Kiss 

number in current teleost species. Chr: chromosome; LG: linkage group. 
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Discussion générale et perspectives 
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Au commencement de cette thèse, il nous est apparu fondamental, au vue de la 

diversité croissante des composants du système et de la complexité de classification qui en 

découlait, de réévaluer la diversité des Kiss et des Kissr au sein des vertébrés, ainsi que leurs 

relations phylogénétiques. Ceci nous a permis de proposer une nouvelle classification et une 

nouvelle nomenclature pour Kiss et pour Kissr. Les résultats des analyses de synténie ont 

également fourni des informations cruciales permettant de retracer et de confronter les 

histoires évolutives des Kiss, d’une part, et des Kissr, d’autre part, depuis les premiers 

vertébrés jusqu’aux espèces actuelles.  

 

1. Histoires évolutives des Kiss et des Kissr 

L’un des objectifs de cette thèse était de mieux comprendre la diversité du système 

kisspeptine ainsi que l’origine de cette diversité chez les vertébrés. En effet, ces dernières 

années ont vu apparaître un nombre croissant d’acteurs au sein du système kisspeptine, 

passant d’un Kiss et d’un Kissr chez les mammifères placentaires, à deux Kiss et deux Kissr 

chez certains téléostéens, et jusqu’à trois Kiss et trois Kissr chez le xénope (Lee et al., 2009; 

Tena-Sempere et al., 2012). Cependant, ces découvertes ont été accompagnées par une 

confusion dans la dénomination de ces nouveaux acteurs entre les espèces et parfois même au 

sein de la même espèce. Bien que certains auteurs aient tenté d’homogénéiser les 

nomenclatures de Kiss et Kissr, le manque de données phylogénétiques reliant les différents 

Kiss et les différents Kissr entre eux avait fait échouer les tentatives d’adoption d’une 

nomenclature claire pour chacun des deux groupes de gènes (Akazome et al., 2010; Gottsch et 

al., 2009; Kim et al., 2012; Lee et al., 2009; Tena-Sempere et al., 2012).  

 

1.1. Réévaluation de la diversité spécifique des Kiss et des Kissr chez les vertébrés 

L’un des principaux obstacles à la classification de ces deux familles de gènes résidait 

dans la sous-représentation de certains types de Kiss, d’une part, ou de Kissr, d’autre part. 

Ceci a entrainé, par exemple, l’assimilation du Kiss1b de xénope, seul représentant de son 

groupe, dans le groupe des Kiss1, minimisant ainsi le nombre effectif de paralogues de Kiss 

chez les vertébrés (Lee et al., 2009). C’est pourquoi, avant de revisiter les classifications 

respectives des Kiss et des Kissr, nous avons recensé un maximum de séquences de ces deux 

familles de gènes à partir des bases de données moléculaires, incluant les génomes de 

nombreuses espèces (voir Chapitre1 section 4.2.). Au cours de cette thèse, nous avons eu la 

chance de pouvoir bénéficier du séquençage du génome d’un téléostéen basal, l’anguille 

européenne (Henkel et al., 2012), ainsi que des publications de nouveaux génomes provenant 
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d’espèces clés de la classification des vertébrés, telles qu’un sarcoptérygien basal, le 

cœlacanthe, un actinoptérygien non-téléostéen, le lépisostée tacheté, et un chondrichtyen, la 

chimère. 

L’exploration de ces génomes d’intérêt phylogénétique nous a permis de mettre en 

évidence pour la première fois trois Kissr chez un téléostéen, l’anguille européenne, et pour la 

première fois quatre Kissr chez deux vertébrés dont un actinoptérygien, le lépisostée tacheté 

et un sarcoptérygien, le cœlacanthe (Pasquier et al., 2012). Ces observations ont donc permis 

de porter à quatre le nombre maximum de Kissr présents dans une même espèce de vertébrés 

et à trois le maximum de Kissr chez les téléostéens. Concernant les chondrichtyens, jusqu’à 

présent, aucun récepteur aux kisspeptines n’a été clairement décrit. Cependant, nos 

observations indiqueraient l’existence d’au moins deux récepteurs dans les bases de données 

génomiques de la chimère. En revanche, comme précédemment évoqué, aucune séquence de 

Kissr n’est ressortie de l’analyse des génomes d’oiseaux, renforçant l’idée d’une perte du 

système kisspeptine dans cette lignée.  

Concernant les Kiss, nous avons mis en évidence deux gènes chez l’anguille et le 

lépidostée tacheté, deux représentants des actinoptérygiens. Nous avons également montré 

l’existence de trois Kiss chez le cœlacanthe (Pasquier et al., en révision). La relecture du 

génome de la chimère nous a également révélé la présence d’un troisième Kiss, alors que les 

deux premiers gènes avaient déjà été identifiés par Lee et collaborateurs en 2009. Ainsi, 

contrairement aux Kissr, l’exploration des génomes de vertébrés n’a pas révélé une plus 

grande diversité spécifique des Kiss. En revanche, elle nous a permis de révéler trois Kiss 

chez deux nouvelles espèces, la chimère et le cœlacanthe (Pasquier et al., en révision), en plus 

du xénope déjà référencé (Lee et al., 2009).  

Nos résultats ont donc permis d’accroitre les connaissances concernant la diversité 

spécifique du système kisspeptine. Afin de classer ces nouveaux gènes et ainsi appréhender la 

diversité globale des Kiss et des Kissr au sein des vertébrés, nous avons entrepris les analyses 

phylogénétiques et synténiques des Kiss et des Kissr de ce phylum.  

 

1.2. Réévaluation de la diversité globale des Kiss et des Kissr au sein des vertébrés 

Notre analyse phylogénétique des récepteurs a regroupé les séquences protéiques des 

Kissr de vertébrés en quatre clades distincts, comprenant chacun au moins une séquence 

provenant d’un sarcoptérygien (cœlacanthe) et une séquence provenant d’un actinoptérygien 

(lépisostée). L’analyse synténique, réalisée sur les régions génomiques conservées au 

voisinage des différents Kissr de plusieurs espèces représentatives des différentes lignées de 
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vertébrés, a également montré que, chez les espèces considérées, les différents Kissr se 

répartissent sur quatre régions génomiques distinctes. Les résultats des analyses 

phylogénétiques et synténiques concordent puisque les Kissr formant chacun des quatre 

clades se retrouvent dans les mêmes régions génomiques. Cela prouve donc que la famille des 

Kissr est formée de quatre paralogues chez les vertébrés. Nous avons choisi de rebaptiser ces 

paralogues Kissr-1, Kissr-2, Kissr-3 et Kissr-4 (Pasquier et al., 2012). 

En raison d’une faible information phylogénétique contenue dans les séquences 

protéiques des prépro-kisspeptines, l’analyse phylogénétique de cette famille s’est révélée non 

informative pour l’établissement d’une classification phylogénétique des Kiss. En revanche, 

l’analyse synténique, réalisée sur les régions génomiques conservées au voisinage des 

différents Kiss de plusieurs espèces représentatives des différentes lignées de vertébrés, a 

dégagé trois régions génomiques distinctes sur lesquelles se répartissent les Kiss. Cela 

démontre que, chez les vertébrés, la famille des Kiss est composée d’au moins trois 

paralogues que nous avons dénommés Kiss1, Kiss2 et Kiss3 (ancien Kiss1b du xenope) 

(Pasquier et al., en révision).  

Grâce à la réévaluation de la diversité des Kiss et des Kissr, nous avons acquis une 

vision plus complète de ce système au sein des vertébrés. La démonstration de l’existence de 

trois Kiss paralogues et quatre Kissr paralogues nous a conduit à une nouvelle classification et 

à une nouvelle nomenclature pour chacune des deux familles de gènes, basées sur ces données 

phylogénétiques et synténiques. 

Certains auteurs avaient déjà émis l’hypothèse de l’existence de quatre paralogues 

dans la famille des Kissr et de trois paralogues dans la famille des Kiss (Akazome et al., 2010; 

Kim et al., 2012; Lee et al., 2009; Tena-Sempere et al., 2012; Um et al., 2010). Cependant, le 

peu de données ne leur avait pas permis de confirmer l’existence de ces paralogues, ni de 

déterminer s’ils résultaient d’événements génomiques globaux ou locaux, communs ou non à 

l’ensemble des vertébrés. 

 

1.3. Tétra-paralogons et origine unique pour chacune des deux familles de gènes 

Nos analyses synténiques nous ont permis d’approfondir cette question, et de 

démontrer le rôle des changements génomiques globaux et communs aux vertébrés, dans 

l’apparition des paralogues de Kiss et de Kissr. Parmi les grands moteurs de diversité 

génétique, il est important de souligner le rôle des deux premières duplications génomiques 

globales (1R et 2R) survenues durant les premières phases de la radiation des vertébrés (Dehal 

and Boore, 2005; Van de Peer et al., 2010). Ces deux duplications ont eu pour résultat majeur 
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de quadrupliquer le génome de l’ancêtre commun des vertébrés (Dehal and Boore, 2005; Dos 

Santos et al., 2011; Kasahara et al., 2007; Tostivint, 2011; Van de Peer et al., 2010). Bien que 

des événements de pertes et des réarrangements chromosomiques aient eu lieu au cours de 

l’évolution, les génomes des espèces actuelles présentent encore de nombreuses familles 

géniques composées de 1 à 4 membres, ainsi que les vestiges de l’organisation génomique 

ancestrale, antérieure à la 1R et 2R (Dos Santos et al., 2011; Kasahara et al., 2007; Tostivint, 

2011; Van de Peer et al., 2010). L’étude de ces familles de gènes dans leur environnement 

génique proche permet de délimiter des régions génomiques conservées et paralogues, 

appelées paralogons. La détermination de quatre régions conservées et paralogues, ou téra-

paralogon, conduit le plus souvent à l’hypothèse d’une origine unique de ces paralogons, 

antérieure à la 1R et 2R (Dos Santos et al., 2011; Tostivint, 2011).  

Notre analyse synténique des Kissr montre la présence de 8 familles de gènes (PALM, 

PTBP, GRIN3, GADD45, DIRAS, ZCCHC, LPAR et ZNF644/WIZ) dont les membres se 

répartissent sur quatre régions conservées, au voisinage direct de chacun des quatre Kissr. 

Cela révèle que les 4 Kissr paralogues sont situés dans un tétra-paralogon que l’on retrouve 

aussi bien chez les actinoptérygiens que chez les sarcoptérygiens (Pasquier et al., 2012). Les 

quatre Kissr de vertébrés seraient donc issus des duplications successives (1R et 2R) d’un 

gène ancestral unique. Notre analyse phylogénétique montre une polytomie, à la base des 

quatre clades de Kissr, ne permettant pas de résoudre directement les liens d’homologie entre 

les Kissr résultants de la 2R. Une étude récente de la phylogénie des PALM, une famille de 

gènes présente à proximité des Kissr dans les génomes, vient d’être publiée (Hultqvist et al., 

2012). Cette étude peut nous permettre d’affiner, de manière indirecte, les relations 

d’homologie entre les Kissr. Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse que Kissr-1 et Kissr-3 

seraient tous deux issus d’un même gène ancestral juste avant la 2R. De la même manière, 

Kissr-2 et Kissr-4 partageraient un ancêtre commun juste avant cet événement de duplication 

génomique.  

 L’analyse synténique des Kiss montre la présence de 11 familles de gènes (TEAD, 

NAV, PPFIA, KCNC, GOLT1, PLEKHA, PPP1R15, PIK3C2, SYT, GYS et PTH) dans les trois 

régions conservées au voisinage direct de chacun des trois Kiss (Pasquier et al., en révision). 

De plus, les membres de certaines de ces familles se répartissent sur une quatrième région 

génomique, délimitant ainsi un quatrième paralogon qui ne présente pas de Kiss (Kiss4) chez 

les espèces étudiées (Pasquier et al., en révision). Cela montre que, comme pour les Kissr, les 

trois Kiss paralogues sont localisés sur des régions génomiques faisant partie d’un tétra-

paralogon que l’on retrouve aussi bien chez les actinoptérygiens que chez les sarcoptérygiens 
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(Pasquier et al, en révision). Les trois Kiss de vertébrés seraient donc issus des duplications 

successives (1R et 2R) d’un gène ancestral unique. A notre connaissance, aucune information 

ne permet, pour le moment, de résoudre plus finement les relations d’homologie entre les trois 

Kiss résultants de la 2R.  

 En résumé, en plus de soutenir les bases de la classification des Kiss et des Kissr, les 

analyses synténiques de ces deux familles géniques nous ont révélé que la diversité respective 

au sein de chaque famille serait issue d’un ancêtre unique ayant subi successivement les 1R et 

2R. 

 

1.4 Identification des chromosomes ayant hébergé les Kiss et Kissr ancestraux 

Récemment, deux études se sont intéressées à la reconstruction des proto-

chromosomes de l’ancêtre commun des vertébrés juste avant la 1R (Nakatani et al., 2007), 

d’une part, et à la reconstruction des proto-chromosomes de l’ancêtre commun des chordés 

(Putnam et al., 2008), d’autre part.  

La première étude a proposé la reconstitution de 10 proto-chromosomes de l’ancêtre 

commun des vertébrés par comparaison de plusieurs génomes de vertébrés entre eux, dont 

ceux de l’humain et du poulet. Considérant les localisations des tétra-paralogons des deux 

familles de gènes dans les génomes de vertébrés modernes, nous avons suggéré que le gène 

ancestral des Kiss aurait été situé sur le proto-chromosome-D, et celui des Kissr sur le proto-

chromosome-A, de l’ancêtre commun des vertébrés (Pasquier et al., 2012; Pasquier et al., en 

révision).  

La deuxième étude a proposé la reconstitution de 17 proto-chromosomes de l’ancêtre 

commun des chordés par comparaison entre le génome de l’humain et de celui de 

l’amphioxus. De même, nous avons suggéré que le gène ancestral des Kissr aurait été situé sur 

le proto-chromosome-1 de l’ancêtre commun des chordés (Pasquier et al., 2012). Concernant 

Kiss, les données ne nous ont pas permis d’identifier sur quel proto-chromosome de l’ancêtre 

commun des chordés aurait été localisé l’ancêtre des Kiss.  

 

1.5. Evénements indépendants de perte des Kiss et des Kissr selon les lignées de 

vertébrés 

La diversité constatée des Kiss et des Kissr résulterait des 1R et 2R, cela signifierait 

donc qu’immédiatement après la 2R les vertébrés auraient possédé 4 copies de Kiss (de Kiss1 

à Kiss4), ainsi que 4 copies de Kissr (de Kissr-1 à Kissr-4) (Pasquier et al., 2012; Pasquier et 

al., en révision) (Figure 13). Or, toutes les espèces de vertébrés, étudiées lors de cette thèse, 
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présentent un nombre de Kissr inférieur ou égal à quatre et un nombre de Kiss inférieur ou 

égal à trois (Pasquier et al., 2012; Pasquier et al., en révision). Cela suppose que les nombres 

actuels de Kiss et de Kissr résulteraient, d’une part, des 1R et 2R et, d’autre part, de pertes 

survenues au cours de l’évolution des vertébrés.  

Etant donné que les quatre paralogues de Kissr sont présents chez  le cœlacanthe et le 

lépisostée, cela montre qu’ils auraient été conservés tous les quatre, au moins jusque chez les 

ancêtres communs des sarcoptérygiens et des actinoptérygiens (Pasquier et al., 2012). Puis des 

pertes, indépendantes dans chacune des deux lignées, auraient conduit jusqu’à l’état actuel des 

Kissr, par exemple 3 chez le xénope, 1 chez les mammifères placentaires et 0 chez les 

oiseaux.  

 

 
Figure 13 : Situation des Kissr (A) et des Kiss (B) chez les vertébrés actuels et comparaison de leurs 
histoires évolutives. (1) vertébrés, (2) gnathostomes, (3) ostéichtyens, (4) actinoptérygiens, (5) sarcoptérygiens, 
(6) téléostéens, (7) tétrapodes, (8) amniotes, (9) eutéléostéens, (10) diapsides, (11) mammifères. Selon (Pasquier 
et al., en révision) 

 

 

Concernant Kiss, étant donné que seuls trois paralogues ont été clairement identifiés 

dans les génomes de vertébrés actuels, nous pouvons supposer une perte précoce du quatrième 

paralogue (Kiss4) au cours de l’évolution des vertébrés (Pasquier et al., 2012). Cette perte 

serait survenue avant la divergence des actinoptérygiens et des sarcoptérygiens (Pasquier et 

al., en révision). Puis, comme pour les récepteurs, des pertes indépendantes seraient survenues 
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dans les lignées de sarcoptérygiens et d’actinoptérygiens pour arriver à l’état actuel des Kiss, 

par exemple 3 chez le xénope, 1 chez les mammifères placentaires et 0 chez les oiseaux.  

 

1.6. La 3R et le cas particulier des téléostéens 

 Au sein des vertébrés, les téléostéens représentent le groupe le plus diversifié d’un 

point de vue spécifique, écologique et de stratégies reproductives (Gross, 1996; Ravi and 

Venkatesh, 2008). Il est communément admis que cette diversité résulte d’une plus grande 

richesse génétique, elle-même due à un troisième événement global de duplication génomique 

(3R) propre à cette lignée (Kasahara et al., 2007; Meyer and Van de Peer, 2005). De ce fait, 

les téléostéens possèdent potentiellement deux copies de chaque gène présent chez les 

actinoptérygiens.   

Concernant Kissr, le lépisostée, un actinoptérygien non-téléostéen qui n’a pas subi 

l’impact de la 3R, possède les quatre paralogues. Ceci confirme que les actinoptérygiens ont 

bien hérité les quatre copies issues de la 2R. Cela indique également qu’après la 3R, les 

ancêtres des téléostéens modernes auraient pu posséder jusqu’à huit copies du récepteur. Or, 

au cours de cette thèse, nous avons recensé un maximum de trois Kissr chez les téléostéens, 

avec l’exemple de l’anguille européenne. De plus, les analyses phylogénétiques et synténiques 

ont révélé qu’il n’existe qu’une copie de chaque paralogue chez les téléostéens. Ceci suggère 

que de nombreuses pertes de gènes, apparues au cours de l’histoire évolutive des téléostéens, 

ont annulé l’effet de la 3R pour les gènes de cette famille, chez les espèces considérées 

(Pasquier et al., 2012) (Figure 13).  

 De la même manière, le lépisostée possédant deux Kiss paralogues, les téléostéens 

ancestraux auraient pu posséder au moins quatre copies de Kiss. Or, les espèces actuelles ne 

présentent pas plus de deux Kiss. Les analyses synténiques ont révélé que seuls Kiss1 et Kiss2 

sont encore présents et qu’il n’existe qu’une copie de chacun de ces gènes dans les génomes 

analysés. Comme pour les récepteurs, un certain nombre de pertes au cours de l’évolution ont 

concouru à annuler l’impact de la 3R sur le nombre actuel de Kiss chez les téléostéens 

(Pasquier et al., en révision) (Figure 13). 

  

1.7. Indépendance des histoires évolutives des Kiss et des Kissr 

 Chez les vertébrés, les parcours évolutifs des Kiss et des Kissr semblent relativement 

convergents. En effet, chacune des deux familles est issue d’un gène ancestral unique présent 

chez l’ancêtre commun des vertébrés. Ces gènes uniques auraient subi successivement la 1R 

et la 2R, produisant ainsi quatre copies de Kiss et quatre copies de Kissr. Puis des pertes de 
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gènes sont survenues dans les lignées des actinoptérygiens et des sarcoptérygiens. Dans le cas 

des téléostéens, elles ont même annihilé l’effet de la 3R sur le nombre de Kiss et de Kissr. 

Suite à ces événements, de nombreuses espèces présentent le même nombre de Kiss que de 

Kissr, comme par exemple : 3 Kiss/3 Kissr chez un amphibien (le xénope), 2 Kiss/2 Kissr 

chez des téléostéens (poisson zèbre, poisson rouge, médaka, loup de mer) et chez un 

protothérien (l’ornithorynque), et 1 Kiss/1 Kissr chez les euthériens, certains téléostéens 

(épinoche, sole, poisson globe, fugu) et un squamate (le lézard) (Figure 13).  

Cette concordance des nombres est pour le moins troublante, mais en y regardant de 

plus près, ces observations n’ont pas valeur de loi. En effet, nous avons montré que plusieurs 

espèces, étudiées au cours de cette thèse, présentent un nombre de Kiss inférieur au nombre de 

Kissr, comme, par exemple, l’anguille européenne avec 2 Kiss et 3 Kissr, le lépisostée avec 2 

Kiss et 4 Kissr, ou le cœlacanthe avec 3 Kiss et 4 Kissr. Nos observations indiquent donc une 

tendance à la diminution du nombre de gènes codant pour les ligands, par rapport au nombre 

de gènes codant pour les récepteurs chez ces espèces (Pasquier et al., en révision). On ne peut 

toutefois pas exclure que certains gènes n’aient pas pu être identifiés dans les génomes. 

Nous avons pu observer d’autres discordances. En effet, même chez des espèces 

possédant un nombre identique de Kiss et de Kissr, nous avons pu mettre en évidence des 

combinaisons de paralogues de Kiss/Kissr différentes. Par exemple, la comparaison entre le 

lézard et l’épinoche, qui possèdent tous les deux 1 Kiss et 1 Kissr, montre très clairement que 

les deux espèces possèdent le Kiss2, combiné avec Kissr-4 dans le cas du lézard, mais 

combiné avec Kissr-2 chez l’épinoche (Pasquier et al., en révision) (Figure 13).  

Les différences dans le nombre de Kiss et de Kissr chez certaines espèces, ainsi que 

l’existence de combinaisons différentes de Kiss/Kissr entre les espèces, indiquent que les 

événements de perte de gènes se sont produits de façon indépendante entre les Kiss et les 

Kissr, et selon les lignées de vertébrés. Ceci révèle donc des histoires évolutives relativement 

indépendantes entre les kisspeptines et leurs récepteurs.  

L’une des questions soulevées par ce constat concerne les processus de conservation 

d’un système kisspeptine multiple comme chez certains téléostéens, par rapport à un système 

simple comme chez les mammifères placentaires. Quels mécanismes évolutifs, tels que la 

néo- ou la sub-fonctionnalisation, peuvent mener à la conservation de plusieurs Kiss et 

plusieurs Kissr chez un organisme? Etant donné que l’exemple du système kisspeptine simple 

a été très largement étudié chez les mammifères, nous nous sommes concentrés sur le modèle 

multiple que nous avons décrit chez l’anguille européenne qui, contrairement aux autres 

téléostéens, présente trois Kissr dont Kissr-1 orthologue des Kissr-1 de mammifères. 
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2. Exemple de conservation et de sub-fonctionnalisation des multiples Kiss et Kissr dans 

le contrôle de la reproduction : le cas de l’anguille 

 Afin de mieux comprendre l’organisation et le rôle du système kisspeptine chez 

l’anguille, nous avons, tout d’abord, déterminé les profils d’expression tissulaire des Kiss et 

des Kissr. Nous avons ensuite étudié la régulation des différents composants du système, au 

cours d’une maturation sexuelle expérimentale réalisée sur des femelles argentées. Nous nous 

sommes également intéressés à l’effet direct in vitro des kisspeptines sur l’activité 

hypophysaire de l’anguille.  

 

2.1. Distribution des Kiss et Kissr majoritairement dans l’axe gonadotrope 

 L’analyse par qPCR a révélé que les deux Kiss d’anguille sont majoritairement 

exprimés dans le cerveau et plus particulièrement dans le di-/mésencéphale (Pasquier et al., en 

révision). Par des approches d’hybridation in situ, d’immunohistochimie et de microdissection 

laser, la répartition des neurones à Kiss a été étudiée chez des téléostéens possédant également 

deux Kiss (Poisson zèbre : Servili et al., 2011 ; poisson rouge : Kanda et al., 2012 ; médaka : 

Kitahashi et al., 2009; Mitani et al., 2010 ; loup de mer : Escobar et al., 2012 ; bar rayé : 

Zmora et al., 2012). Chez toutes ces espèces, Kiss2 est toujours exprimé dans le diencéphale. 

En ce qui concerne Kiss1, il est exprimé dans des noyaux du mésencéphale et chez certaines 

espèces (médaka et loup de mer), dans le diencéphale. Chez le bar rayé, il a même été observé 

une co-expression de Kiss1 et Kiss2 par des neurones du diencéphale (Zmora et al., 2012). 

Chez l’anguille, l’expression des deux Kiss dans le di-/mésencéphale est en accord avec les 

localisations obtenues par ces approches plus résolutives. L’application de telles techniques, 

chez l’anguille, permettrait de circonscrire plus précisément les régions exprimant les Kiss et 

de savoir si les neurones de ces régions co-expriment, ou non, Kiss1 et Kiss2.  

 Concernant les récepteurs, les trois Kissr sont exprimés dans toutes les régions du 

cerveau, mais avec un taux d’expression relative différentielle (Pasquier et al., 2012). Ceci 

semblerait indiquer un nombre de cibles varié pour les kisspeptines. En particulier, ils sont 

exprimés dans le télencéphale et le di-/mésencéphale qui abritent la majorité des neurones à 

GnRH de cette espèce (Montero et al., 1995). Historiquement, le premier Kissr (Kissr-2) 

identifié chez un téléostéen a été localisé dans des neurones à GnRH de plusieurs noyaux 

cérébraux chez le tilapia (Parhar et al., 2004). Chez le poisson zèbre, qui possède Kissr-2 et 

Kissr-3, les deux Kissr sont également répartis dans plusieurs noyaux cérébraux, mais il 

semblerait que seul Kissr-2 interviendrait dans la communication entre les neurones à Kiss et 
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les neurones à GnRH (Servili et al., 2011). Chez le bar rayé, qui possède également Kissr-2 et 

Kissr-3, ces deux récepteurs se répartissent dans plusieurs noyaux et il semble qu’ils soient 

tous les deux exprimés par des neurones à GnRH1 (Zmora et al., 2012). Etant donné la 

variabilité des Kissr impliqués dans l’interaction avec les neurones à GnRH chez les 

téléostéens étudiés, aucune participation d’un des trois Kissr d’anguille dans cette fonction 

n’est à exclure. De plus, étant donné que l’anguille possède Kissr-1 comme les mammifères, 

et Kissr-2 et Kissr-3 comme les autres téléostéens, l’étude précise de leur expression, en 

particulier vis-à-vis des neurones à GnRH, sera d’autant plus intéressante à réaliser. 

 Au niveau hypophysaire, Kiss1 et Kiss2 sont également bien exprimés, ainsi que les 

récepteurs Kissr-1 et Kissr-2, mais pas Kissr-3. La présence des récepteurs dans l’hypophyse 

semble indiquer une potentielle action directe des kisspeptines sur la fonction hypophysaire. 

Etant donnée l’expression de Kiss1 et Kiss2 dans cet organe, l’action pourrait être autocrine 

ou paracrine. Une approche d’hybridation in situ, couplée à de l’immunohistochimie, pourrait 

aider à identifier le ou les type(s) cellulaire(s) qui produisent ou qui sont cibles des 

kisspeptines chez l’anguille. Chez les téléostéens qui possèdent également deux Kiss, la 

présence des deux formes dans l’hypophyse a été relatée chez le poisson rouge (Li et al., 

2009; Yang et al., 2010) avec Kiss1 principalement exprimé dans les cellules à GH (Yang et 

al., 2010). Chez le poisson zèbre, seul Kiss2 a été détecté dans l’hypophyse (Servili et al., 

2011) alors que chez le loup de mer seul Kiss1 a été détecté dans cet organe, et plus 

particulièrement dans les cellules à FSH (Escobar et al., 2012). Chez le poisson globe, qui ne 

possède que Kiss2, ce gène est exprimé dans l’hypophyse (Shahjahan et al., 2010). En ce qui 

concerne les récepteurs, Kissr-2 et Kissr-3 ont été détectés dans l’hypophyse de poisson rouge 

(Li et al., 2009; Yang et al., 2010), avec une expression de Kissr-2 dans les cellules à LH, GH 

et prolactine. En revanche, seul Kissr-3 est exprimé par l’hypophyse de poisson zèbre (Biran 

et al., 2008). Chez le tilapia, qui ne possède que Kissr-2, ce gène est bien exprimé dans 

l’hypophyse. Ceci démontre que, bien que le système kisspeptine semble être présent à 

l’échelle hypophysaire chez tous les téléostéens, la nature, la diversité et le rôle des acteurs 

mis en jeu peuvent différer d’une espèce à l’autre.  

 Dans les gonades, Kissr-1 présente un très fort niveau d’expression à la fois dans les 

testicules et les ovaires chez l’anguille. Kissr-2 et Kissr-3 sont également exprimés dans les 

testicules et Kissr-3 dans les ovaires. Les gonades pourraient ainsi représenter des cibles pour 

les kisspeptines alors que les niveaux d’expression de Kiss1 et Kiss2 sont très faibles 

(testicules), voir indétectables (ovaires). Les kisspeptines pourraient donc agir de manière 

endocrine sur les gonades d’anguille, principalement par l’intermédiaire de Kissr-1 qui n’a, 
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pour le moment, pas été identifié chez d’autres téléostéens. La présence de Kissr-1 a été mise 

en évidence dans les ovaires de certains mammifères (rat : Castellano et al., 2006 ; Homme et 

marmouset (Callithrix jacchus) : Gaytan et al., 2009). L’hypothèse d’un rôle des kisspeptines 

dans le contrôle de l’ovulation a été émise.    

 Concernant les autres organes périphériques, les Kissr sont à la limite du seuil de 

détection dans la plupart des tissus, excepté pour Kissr-1 qui est faiblement exprimé dans le 

muscle, la rétine et le tissu adipeux, ainsi que Kissr-3 que l’on retrouve faiblement exprimé 

dans le muscle. Kiss1 et Kiss2 sont, quant à eux, indétectables dans tous les tissus testés, à 

l’exception de la rétine, où Kiss1 se révèle être bien exprimé. Chez l’anguille, le couple 

Kiss1/Kissr1 se retrouve donc exprimé dans l’œil, au niveau de la rétine. Chez le médaka, 

Kiss1 et Kiss2 sont également exprimé dans l’œil (Felip et al., 2009; Kanda et al., 2008) et 

chez le poisson globe, Kissr-2 est exprimé dans la rétine (Shahjahan et al., 2010). Kiss1, Kiss2 

et Kiss3 sont exprimés dans la rétine chez le xénope (Lee et al., 2009). L’accroissement du 

diamètre oculaire étant un critère de détermination du stade de développement sexuel de 

l’anguille (Durif et al., 2000), il serait, par conséquent, très intéressant de se pencher sur le 

rôle potentiel du système kisspeptine dans l’œil d’anguille. 

 Bien que les composants du système kisspeptine soient distribués de manière 

différentielle chez l’anguille, ils sont néanmoins produits majoritairement par les tissus 

composant l’axe cerveau-hypophyse-gonade. Leurs distributions laissent donc envisager une 

implication de ce système dans la fonction de reproduction de l’anguille. Si cette hypothèse 

est vraie, il se peut que les niveaux d’expression des Kiss, et/ou des Kissr, soient affectés au 

cours de la maturation sexuelle. C’est pourquoi, afin de tester cette hypothèse, nous avons 

étudié la régulation d’expression des Kiss et des Kissr, entre un groupe témoin d’anguilles 

femelles argentées et un groupe d’anguilles femelles maturées expérimentalement. 

 

2.2. Régulations différentielles des Kiss et des Kissr au cours d’une maturation 

expérimentale d’anguilles femelles 

  Le protocole de maturation expérimentale consiste en des injections d’extraits 

hypophysaires d’autres espèces de téléostéens afin de pallier la déficience en gonadotropines 

(LH et FSH), chez les anguilles argentées. Les réponses physiologiques, observées lors de ce 

type d’expérience, correspondent donc, principalement, à l’action des gonadotropines 

exogènes au niveau des gonades. Au niveau cérébral et hypophysaire, les régulations, 

observées sur la GnRH et les gonadotropines endogènes, résultent des rétrocontrôles des 

stéroïdes sexuels (Dufour et al., 1989; Dufour et al., 1993; Montero et al., 1995).  
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Figure 14 : Schéma récapitulatif de l’implication potentielle du système kisspeptine sur l’axe cerveau-
hypophyse-gonade au cours de la maturation sexuelle de l’anguille européenne. Les flèches vertes 
représentent des effets stimulateurs (+), les flèches rouges représentent des effets inhibiteurs (-). Les flèches en 
traits plein représentent des effets observables alors que les flèches en pointillés représentent des effets 
négligeables. KissX : kisspeptine de type X ; Kissr-X : récepteur de type X liant les kisspeptines; GnRH : 
gonadolibérine ; LH : hormone lutéinisante ; FSH : hormone foliculo stimulante. 
 

  Au cours de cette expérience, nous avons observé une augmentation des expressions 

de Kiss2 et Kissr-1, en parallèle de celle de mGnRH, dans le cerveau des anguilles maturées, 

par rapport aux anguilles témoins (Figure 14). Etant donnée la position du système 

kisspeptine en amont de la GnRH chez les vertébrés, cela semble indiquer que le rétrocontrôle 

positif des stéroïdes sexuels sur mGnRH pourrait passer par le système kisspeptine et, plus 

particulièrement, Kiss2/Kissr-1 au niveau du cerveau d’anguille (Pasquier et al., 2012; 

Pasquier et al., en révision). Le rôle des neurones à kisspeptine dans la médiation des 

rétrocontrôles stéroïdiens a été démontré chez des mammifères et des téléostéens (pour revue : 

Kanda and Oka, 2012). 

 Au niveau de l’hypophyse, l’expression de Kiss2 a augmenté. Les expressions de 

Kissr-1 et Kissr-2, les deux seuls récepteurs exprimés dans l’hypophyse, ont diminué chez les 

anguilles matures (Figure14). Comme mentionné précédemment, des données plus précises 
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sur la nature des cellules hypophysaires exprimant les Kiss et les Kissr permettraient 

d’émettre des hypothèses sur l’impact physiologique de ces variations opposées. L’hypophyse 

étant un organe endocrine, l’hypothèse d’une sécrétion des produits de Kiss2, dans la 

circulation sanguine générale, pourrait aussi être envisagée.      

 Au niveau des ovaires, seule l’expression de Kissr-3 a diminué chez les anguilles 

matures. Cependant, l’ovaire est un organe qui connaît de grands changements physiologiques 

et morphologiques au cours de la maturation, incluant un accroissement de la taille des 

ovocytes par accumulation de réserves maternelles, dont des ARN. Il est donc difficile de 

dissocier les variations d’expressions dues à une réponse physiologique des variations dues à 

l’accumulation des réserves maternelles.  

On peut noter que, parmi les composants du système kisspeptine, aucune régulation de 

Kiss1 n’a été observée entre le groupe d’anguilles témoins et le groupe d’anguilles mûres, 

quel que soit le tissu considéré (cerveau, hypophyse ou ovaire). Kiss1 pourrait tout à fait jouer 

un rôle dans la fonction de reproduction sans être régulé, ou bien être régulé à d’autres 

moments du cycle de vie, comme, par exemple, au cours de l’argenture qui initie les prémices 

de la puberté. Il pourrait aussi être impliqué dans d’autres fonctions, comme cela a été suggéré 

pour Kiss1 chez le poisson zèbre (Servili et al., 2011). 

En conclusion, nos résultats suggèrent une implication différentielle des trois Kissr et 

des deux Kiss dans la fonction de reproduction de l’anguille. Ceci indiquerait une sub-

fonctionnalisation des composants du système kisspeptine. Kiss2 et Kissr-1 pourraient jouer 

un rôle stimulateur sur l’expression de mGnRH et relayer les rétrocontrôles positifs des 

stéroïdes sexuels, au cours de la maturation de l’anguille (Figure 14).  

En outre, la présence de Kiss et Kissr dans l’hypophyse nous a conduit à étudier l’effet 

direct des kisspeptines sur des cultures primaires de cellules hypophysaires d’anguille. 

 

2.3. Effet inhibiteur in vitro des kisspeptines sur l’expression de LHβ 

 Lorsque nous avons réalisé les expériences in vitro des effets des kisspeptines sur des 

cultures primaires de cellules hypophysaires d’anguilles, nous n’avions pas encore identifié 

les séquences des Kiss d’anguille. Les résultats ont donc été obtenus en utilisant des peptides 

hétérologues.  

 En utilisant le Kp1(10), commun à l’humain et la lamproie marine, nous avons montré 

un effet inhibiteur, dépendant de la dose et du temps, sur l’expression de la LHβ. Cet effet 

s’est révélé spécifique pour la LHβ, car nous n’avons observé aucun changement dans 

l’expression de la GPα, la FSHβ, la TSHβ ou de la GH. Nous avons retrouvé ce même effet 
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inhibiteur en utilisant des peptides de différentes tailles (Kp1(13), Kp1(14), Kp1(15)), issus de 

différents types de Kiss (Kp1(10) et Kp2(10)) et provenant de différentes espèces (lamproie, 

humain, poisson zèbre) (Pasquier et al., 2011). Depuis notre identification des gènes Kiss1 et 

Kiss2 dans le génome de l’anguille, nous savons qu’aucun des kisspeptines hétérologues 

testés ne correspond à 100% avec les séquences des kisspeptines prédites chez l’anguille. 

Cependant, l’ensemble de ces peptides, qui représentent un large panel de séquences 

différentes, ont tous eu le même effet inhibiteur. Ceci renforce la robustesse de nos résultats 

qui mériteraient, toutefois, d’être confirmés par des traitements aux kisspeptines endogènes.  

Chez les téléostéens, ce type d’expérience in vitro n’a été réalisé que chez le poisson 

rouge (Chang et al., 2012; Li et al., 2009; Yang et al., 2010). Cependant, les résultats obtenus  

ont mené à des conclusions contradictoires. En effet, sur les trois études publiées, deux 

d’entre elles ont décrit un effet stimulateur de kisspeptine  sur la libération (Chang et al., 

2012; Yang et al., 2010) et l’expression (Yang et al., 2010) de LH, alors que la troisième n’a 

observé aucun effet significatif sur la libération de LH (Li et al., 2009). 

Nos résultats représentent donc un nouvel exemple d’effet direct des kisspeptines sur 

l’hypophyse. Ils constituent également la première mise en évidence d’un effet inhibiteur des 

kisspeptines sur l’axe gonadotrope.  

Pour l’anguille, cela implique que le système kisspeptine pourrait représenter un 

nouvel obstacle à franchir, avant de pouvoir se reproduire. Néanmoins, les résultats de la 

maturation expérimentale des femelles argentées ont montré que les niveaux d’expression des 

deux récepteurs aux kisspeptines présents dans l’hypophyse, Kissr-1 et Kissr-2, étaient plus 

faibles chez les anguilles traitées que chez les anguilles témoins. Ceci pourrait refléter la levée 

de l’inhibition exercée par les kisspeptines, grâce à  la raréfaction de leurs récepteurs dans 

l’hypophyse, au moment de la maturation.  

  

2.4. Dualité du rôle du système kisspeptine chez l’anguille 

 Les résultats de la maturation sexuelle ont montré une augmentation, en parallèle, des 

niveaux d’expression des gènes mGnRH, Kiss2 et Kissr-1 dans le cerveau d’anguille mature, 

par rapport à une anguille immature. Comme discuté au paragraphe 2.2 de ce chapitre. Ces 

résultats confortent l’hypothèse d’un rôle stimulateur dans l’activation des neurones à GnRH 

et la médiation des rétrocontrôles positifs stéroïdiens. A l’inverse, au niveau de l’hypophyse 

les résultats des tests in vitro des différents kisspeptines montrent un effet inhibiteur direct du 

système kisspeptine sur l’expression de LHβ. Les diminutions de Kissr-1 et Kissr-2, observées 

lors de la maturation expérimentale, suggèrent que cet effet inhibiteur pourrait être levé au 
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cours de la maturation sexuelle. Tous ces résultats indiquent donc que le système kisspeptine 

pourrait agir sur l’axe gonadotrope, de manières différentes, à des niveaux différents et à des 

phases du cycle différentes, illustrant ainsi la complexité de ce système chez l’anguille 

(Figure 14). 

Très récemment, une étude a mis en évidence un effet alternatif des kisspeptines, Kiss1 

et Kiss2, dans la fonction de reproduction, au cours du cycle de vie du bar rayé (Zmora et al., 

2012). De plus, les résultats de cette étude montrent un effet inhibiteur de Kp2(12) sur 

l’expression de la mGnRH chez cette espèce (Zmora et al., 2012). Ces résultats confirment, 

chez une autre espèce, la possibilité d’un effet inhibiteur des kisspeptines, à un stade donné, 

dans un tissu donné, illustrant cette fois la complexité du système à l’échelle des téléostéens.    

 

2.5. Rôle ancestral du système kisspeptine 

Malgré la complexité du système kisspeptine, tant d’un point de vue fonctionnel 

qu’évolutif, un aspect de ce système serait resté, jusqu’à maintenant, commun à tous les 

vertébrés chez qui il a été étudié. En effet, ce système serait impliqué dans la fonction de 

reproduction de tous ces organismes (pour revue : (George and Seminara, 2012; Kanda and 

Oka, 2012; Simonneaux et al., 2012; Tena-Sempere et al., 2012). L’hypothèse, expliquant 

l’existence de ce rôle au travers de groupes aussi éloignés phylogénétiquement que les 

téléostéens et les euthériens, suppose qu’ancestralement ce système était déjà impliqué dans la 

fonction de reproduction, chez leur ancêtre commun. Malgré de nombreuses pertes de gènes, 

la plasticité des différents éléments du système aurait  permis la conservation de ce rôle  

jusque chez les vertébrés actuels.  

En considérant la dualité des effets du système kisspeptine suggérée par nos résultats, 

et par ceux obtenus chez le bar rayé (Zmora et al., 2012), il reste à savoir si ce système 

exerçait un contrôle positif ou négatif sur la fonction reproductive de l’ancêtre commun des 

vertébrés. A l’heure actuelle la question reste ouverte.  

Cependant, l’étude du GnIH, un autre membre de la grande famille des peptides 

RFamide, pourrait permettre de mieux comprendre la versatilité des effets exercés par les 

peptides de cette famille. En effet, à l’origine, GnIH a été identifié comme un inhibiteur de la 

libération des gonadotropines chez la caille, d’où son appellation première. Par la suite, les 

homologues de ce peptide n’ont pas tardé à être découverts chez d’autres espèces de 

vertébrés. Chez les mammifères (primates et rongeurs principalement), ils exercent la même 

fonction que celle décrite chez les oiseaux (pour revue : Tsutsui et al., 2010). Chez un 

amphibien, le crapaud buffle (Rana catesbeiana), l’homologue du GnIH a été dénommé fGRP 
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pour « frog Growth hormone Releasing Peptide », en raison de son effet positif sur la 

libération de GH chez cette espèce (Koda et al., 2002; Ukena et al., 2003). Les trois peptides 

de poisson rouge, homologues du GnIH, sont capables de stimuler la libération de LH, FSH et 

GH, par des cultures de cellules hypophysaires de saumon (Oncorhynchus nerka) (Amano et 

al., 2006). Récemment, une séquence homologue des GnIH a été identifiée chez la myxine et 

elle a révélé un effet stimulateur sur l’expression de la sous-unité β de l’hormone gonadotrope 

(GTHβ) de cyclostome (Osugi et al., 2011).  

Ces exemples des systèmes kisspeptine et GnIH montrent que les effets positifs ou 

négatifs ne constituent pas des critères d’homologie dans la grande famille des peptides 

RFamide. Cela renforce la nécessité, illustrée dans cette thèse, de baser sur des critères 

phylogénétiques et synténiques la classification et la nomenclature de ces familles de gènes. 

 

3. Conclusion 

 Au cours de cette thèse, nous avons proposé, sur des bases phylogénétiques et 

synténiques, un remaniement de la classification des familles de Kiss et de Kissr. Nous avons 

également démontré, chez les vertébrés, l’origine unique des Kiss, d’une part, et des Kissr, 

d’autre part. Cela a permis de dégager des histoires évolutives complexes, ponctuées de 

nombreux événements de perte pour chacune de ces deux familles, conduisant à la 

conservation de Kiss et de Kissr différents selon les lignées de vertébrés. Les résultats dégagés 

au cours de cette thèse ont également apporté un éclairage nouveau sur la fonctionnalité du 

système kisspeptine, chez les vertébrés, grâce à la découverte de son effet inhibiteur sur 

l’expression de la LHβ, par les cellules hypophysaires d’anguille. Cet effet inhibiteur, original 

au niveau de l’hypophyse, pourrait être accompagné, lors de la maturation sexuelle, d’un effet 

stimulateur, plus classique, au niveau cérébral. Finalement, toutes ces observations ont 

contribué à la complexification de l’image du système kisspeptine chez les vertébrés.   

 

4. Perspectives 

Les travaux mis en œuvre au cours de cette thèse ont permis de mieux comprendre le 

système kisspeptine chez les vertébrés, cependant un certain nombre de questions reste en 

suspens.  

Du point de vue physiologique, maintenant que nous connaissons les séquences 

endogènes des kisspeptines de l’anguille, il est possible de les faire synthétiser par nos 

collaborateurs de l’Université de Rouen, le Pr. Hubert Vaudry et le Dr. Jérôme Le Prince.   
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Nous pourrons les tester in vitro sur des cultures primaires de cellules hypophysaires 

d’anguille, afin de valider les résultats obtenus par traitements aux kisspeptines hétérologues.  

Puis, nous projetons de les tester sur des cultures primaires de neurones ou des 

explants cérébraux afin de valider nos hypothèses concernant leur rôle stimulateur sur la 

mGnRH chez l’anguille.  

Des injections devront également être réalisées sur des individus à différents stades de 

maturité, afin d’évaluer l’effet in vivo des kisspeptines à l’échelle de l’organisme entier, en 

fonction du stade de vie.  

Dans ces expériences de l’effet in vitro et in vivo des kisspeptines, seront suivis les 

niveaux d’expressions en ARNm de plusieurs gènes impliqués dans l’axe gonadotrope 

(mGnRH, tyrosine hydroxylase, LHβ, FSHβ, et les composants du système kisspeptine). Le 

dosage des protéines correspondantes devrait aussi être envisagé.  

De plus, le suivi de l’expression des Kiss et des Kissr, au cours d’expériences 

d’injections de stéroïdes sexuels, permettrait de confirmer le rétrocontrôle des stéroïdes et 

déterminer quels stéroïdes régulent le système lors de la maturation sexuelle.  

Une approche d’hybridation in situ, couplée à de l’immunohistochimie, nous 

permettrait d’identifier les noyaux cérébraux exprimant les différents composants du système 

kisspeptine, de déterminer si les neurones à GnRH expriment les Kissr et d’observer si 

certains de ces composants sont exprimés dans les mêmes neurones. Une même approche 

permettrait, également, d’identifier les types cellulaires exprimant les Kiss et les Kissr, dans 

les gonades et l’hypophyse d’anguille. De façon plus générale, ces expériences apporteraient 

de précieuses informations concernant les tissus producteurs de kisspeptines et les tissus 

cibles potentiels, ainsi que sur les couples anatomo-fonctionnels de Kiss/Kissr, chez 

l’anguille.  

Une autre approche, permettant de caractériser des couples fonctionnels de Kiss/Kissr, 

chez l’anguille, consisterait à faire exprimer, par des lignées cellulaires, chacun des trois Kissr 

recombinants d’anguille, et d’étudier leurs propriétés de liaison vis à vis des différents 

kisspeptines d’anguille prédits et synthétisés. 

Du point de vue évolutif, la comparaison avec l’étude des PALM (Hultqvist et al., 

2012) a permis d’affiner, de manière indirecte, les liens phylogénétiques entre les quatre 

Kissr. Il serait intéressant d’arriver à les résoudre de manière directe. Pour cela, la 

caractérisation d’un nombre plus important de Kissr, et en particulier de Kissr-3 et Kissr-4, 

serait nécessaire. Nous n’avons pas pu définir complètement les liens phylogénétiques entre 

les trois Kiss. Afin de progresser dans cette voie, il serait intéressant d’essayer d’identifier des 
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représentants du groupe Kiss4 si toutefois il n’a pas complètement disparu chez les vertébrés 

actuels. 

De façon plus générale, nous nous sommes concentrés sur l’histoire évolutive de ces 

deux familles au sein des vertébrés et nous avons montré qu’il existait au moins un gène Kiss 

et un gène Kissr chez l’ancêtre de cette lignée. La prochaine étape consistera donc à étudier 

ces gènes chez les non-vertébrés afin d’acquérir une vision plus large de leur évolution. 

L’existence de Kissr est déjà attestée chez des deutérostomiens non-vertébrés tels qu’un 

céphalocordé, l’amphioxus (Branchiostoma floridae), un hémicordé, Saccoglossus 

kowalevskii, et un échinoderme, l’oursin violet (Strongylocentrotus purpuratus). Cela 

confirme l’apparition des Kissr bien avant l’émergence des vertébrés. En revanche, aucun 

Kiss n’a été identifié chez ces deutérostomiens non-vertébrés. Il serait donc intéressant 

d’essayer de déterminer, parmi ces deutérostomiens, des séquences homologues de Kiss de 

vertébrés. De plus, la question du lien entre le système kisspeptine et la reproduction est 

d’autant plus intéressante que ces espèces possèdent des homologues des GnRH et de leurs 

récepteurs. 

Pour remonter plus loin dans la classification des métazoaires, aucun Kiss ni Kissr n’a 

encore été identifié chez les protostomiens, alors qu’historiquement les peptides RFamide ont 

été découverts chez un mollusque. La recherche de gènes homologues des Kiss et des Kissr de 

vertébrés chez les protostomiens permettrait de mieux comprendre à quel moment de 

l’histoire des métazoaires, ce système est apparu.   
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