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Physiologie de la reproduction chez Ia femelie

Generalites

La reproduction se définit par I'ensemble des processus par lesquels les différentes especes
se perpétuent, en générant la naissance de nouveaux étres vivants. Comme la nutrition et la
croissance, c'est une activité fondamentale partagée par toutes les especes vivantes. Tous
les étres vivants doivent posséder un systeme de reproduction efficace, sans quoi ils sont
amenés a leur extinction. Ainsi, la reproduction est la pierre angulaire de la perpétuation des

espéces dans le temps.

La reproduction dite "sexuée" faisant référence a la rencontre d'individus de types sexuels
différents, est assurée par la fécondation, exprimée par la fusion des gameétes male et
femelle. Cette derniére donne lieu a la génération d'une cellule ceuf, ou appelé zygote. Chez
les souris, les gametes male et femelle correspondent respectivement aux spermatozoides
et ovocytes. L'activité reproductrice chez les mammiferes femelles est un phénomeéne

cyclique, qui aboutit a I'ovulation. Si il n'y a pas de fécondation le cycle recommence.

Les cycles ovariens: estrien / menstruel

Chez la plupart des mammiferes, 'ovulation est spontanée et cyclique c'est a dire qu'elle a
lieu en I'absence de males a des intervalles de temps réguliers, caractéristiques de I'espéce.

Il existe deux types de cycles:

- le cycle estrien: caractérisé par I'apparition d'un comportement d'acceptation du

male, appelé également comportement d'oestrus présent par exemple chez la souris.

- le cycle menstruel: caractérisé par I'apparition périodique d'un saignement utérin

appelée menstruation présent par exemple chez la Femme.

Les débuts de ces deux cycles sont définis respectivement par |'apparition de |'oestrus et de
la menstruation. L'ovulation apparait en début du cycle oestrien, alors qu'elle sera présente

au milieu du cycle menstruel.
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Par opposition aux especes a ovulation spontanée, il existe des mammiféres par exemple
chez les lagomorphes (comme le lievre et le lapin), ou I'ovulation est provoquée par des
stimuli tactiles lors de I'accouplement (1). Chez ces espéces, seules les variations de
concentrations plasmatiques en stéroides ovariens traduisent celles de |'activité ovarienne

et permettent d'identifier les cycles de croissance folliculaire.

Caractéristiques des cycles ovariens

En 1900, Heape est la premiére personne a avoir employé le terme "Oestrus" (en grec
oistros), pour désigner la période d'acceptation du male. Il a décrit les différentes phases du
cycle pendant la période d'activité sexuelle en utilisant le suffixe oestrus et les préfixes - di -

pro - met.

Terminologie des cycles ovariens

Le cycle estrien se caractérise par la succession de 4 stades:

- Diestrus: période durant laquelle se fait le recrutement des follicules et la croissance
de ces derniers.

- Proestrus: période qui précede l'oestrus, correspondant a la croissance folliculaire
terminale.

- Qestrus: période d'acceptation du male, de I'accouplement et de I'ovulation.

- Metestrus: période durant laquelle se forment les corps jaunes a partir des follicules
qui ont ovulés. En l'absence de fécondation, les corps jaunes régressent

progressivement.

Ces stades du cycle estrien possedent chacun des particularités anatomiques visualisables de
facon macro et microscopique permettant de les distinguer les uns des autres . Elles sont

particulierement bien établies chez la souris(voir Tableau 1 + figure 1).
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Phases Duréeen Vulve Vagin  Frottis vaginal Modifications Modifications
de l'utérus des ovaires
heures
et des
oviductes
Gonflement Follicules >
(Edeme de la
Cellules important 550um
vulve, dilatée
12314 cornées en Activité Ovulation
de couleur
amas glandulaire Oviducte
plus claire
élevée dilaté
Gonflement Corps jaune
Cellules
Oedéme de la Activité Ovules dans
24 2 48 cornées et
vulve, seche glandulaire I'oviducte
leucocytes
modérée puis 'utérus
Taille
minimum
Vulve fermée Croissance
Prédominance Activité
36a72 de couleur rapide de
de leucocytes glandulaire
pale, humide follicules
absente
Vulve de Gonflement,
Cellules
couleur rosée Hyperthermie
épithéliales Follicules >
24 a2 36 arouge, Activité
nucléées et 380um
humide et glandulaire
leucocytes
dilatée modérée

Tableau 1: Les quatre phases du cycle estrien chez la souris et leurs caractéristiques

anatomiques.(2-8)
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Figure 1: Analyse cytologique des frottis vaginaux de souris aux quatre stades du cycles
estrien. Diestrus: prédominance de petites cellules rondes leucocytaires ( wm). Proestrus:
présence en proportion 50/50 de cellules leucocytaires et de grandes cellules rondes
épithéliales ( wmmly). Oestrus: présence uniquement de cellules épithéliales anucléées ( wmly ).
Meétestrus: présence en proportion 50/50 de cellules leucocytaires et de cellules épithéliales

nucléées (&%, ). Echelle : Barre = 150um. (Chassard, Non publié)

Il existe également une deuxiéme terminologie, qui insiste sur |'existence de deux phases

(Figure 2):

- phase folliculaire: période se commencant par la phase terminale de la croissance

folliculaire et se terminant par I'ovulation.
- phase lutéale: qui débute juste apres I'ovulation, et s'acheve par la régression du

corps jaune.

Ainsi la phase folliculaire correspond aux stades Proestrus/Oestrus, et la phase lutéale aux

stades Métestrus/Diestrus.

Page 6



FaH.'cW Ovulation Corpus fuhuﬂ‘t_tsgsnmtfan
~ ™ -~ ™
Ovarian ® @ @ @ a * - -
cycle ‘-!.;

Ovarian
hormone

cycle

Harmaona levels

Pituitary
hormone

cycle

Hormone levels

Thicknass of
utaring lning

Menstrual
{uterine)

cycle

Figure 2: Représentation schématique du cycle menstruel chez la femme avec la phase
folliculaire et la phase lutéale. Le cycle menstruel s'étend sur environ 28 jours, et débute par
les menstruations, qui n'est autre qu'un saignement au niveau de la muqueuse utérine. La
phase folliculaire correspond a la phase de croissance et maturation des follicules, elle se
termine par l'ovulation ayant lieu en milieu de cycle (14éme jour). La phase lutéale débute
juste apreés l'ovulation, commengant par la mise en place du corps jaune qui régressera s'il y a
absence de fécondation. Durant ce cycle menstruel, on observe des variations cycliques de
différentes hormones sexuelles ovariennes comme la progestérone ou encore |'estradiol. On
observe également des variations de I'hormone lutéinisante (LH) qui sous forme de pic
engendre l'ovulation, ainsi que de I'hormone stimulant la folliculogenése (FSH). (Adapté de

Silverthorn Human Physiology)
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Durée des cycles

Les cycles peuvent prendre plusieurs profils chronologiques. La durée des cycles dépend en
grande partie de la phase folliculaire qui est sujette a des variabilités de durée inter-espéce
et interindividuelle. Chez la femme, la durée de la phase lutéale est identique a la phase
folliculaire, autrement dit, chaque phase dure 14 jours. Par opposition, chez la plupart des
autres especes a l'exception de certains rongeurs, la durée de la phase lutéale est constante

et supérieure a la phase folliculaire (Tableau 2).

Espace Duréfa du cycle Dur.ée dt.e la Phase Durée de If:\ phase lutéale
(jours) folliculaire (jours) (jours)
21 (18-24) 4 (2-5) 17 (15-19)
17 (15-19) 2 (2-3) 15 (14 -16)
21 (16-30) 7 (4-15) 14 (12-15)
21 6 14
Ratte/Souris 4-5 3 1-2
28 (24-35) 14 (12-18) 14 (12-17)

Tableau 2 : Caractéristiques chronologiques des cycles sexuels de plusieurs mammiferes.(9)

Les cycles au cours de la vie

Les cycles ovariens débutent au moment de la puberté. Le tableau 3 illustre I'dge moyen des
animaux a la puberté. La mise en place de la maturité sexuelle est fortement conditionnée
par différents facteurs nutritionnels et environnementaux. Chez les espéces dites

"saisonnieres", elle dépend du moment de la naissance des descendants.
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Espéce Age de la puberté Saison sexuelle Type de cycle

6 - 18 mois Continue Polyestrus

Polyestrus saisonnier

4 - 12 mois Automne-hiver : plusieurs oestrus
par saison
Chevre 4 - 8 mois Automne-hiver Polyestrus saisonnier
5-10 mois Continue Polyestrus
12 - 20 mois Mars-Aolt Polyestrus saisonnier
Macaque 26 - 27 mois Menstruel
4 - 6 semaines Polyestrus

Tableau 3: Mise en place de la puberté et type de cycle ovarien chez plusieurs espéces. (10)

A l'exception de certains primates et de la femme, les cycles ovariens peuvent se manifester
pendant toute la vie. La baisse de fécondité résulte le plus souvent du vieillissement utérin.
On peut observer chez certaines souches de rates un déreglement des cycles ovariens d{ a
un vieillissement des ovaires. Chez la femme et certains primates, I'arrét des cycles ovariens

a lieu a la ménopause.

Chez certains mammiféres, I'activité ovarienne peut suivre des interruptions temporaires
qualifiées d'anoestrus saisonnier (Tableau 3). Ainsi la brebis qui est un modele pour I'étude
de la régulation de la saisonnalité de la reproduction, manifeste au cours de I'année une
alternance entre période de cycles ovariens de 17 jours qu'on appellera saison sexuelle, et
une saison d'anoestrus encore appelée anoestrus saisonnier. Cette derniere illustre une

absence d'ovulation et de comportement d'oestrus.
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Régulation neuro-endocrinienne des cycles ovariens

Chez les mammiferes, la fonction de reproduction est controlée par I'axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique (HHG ou axe gonadotrope) qui comprend 3 niveaux
(Figure 3) : les neurones a GnRH (Gonadotropin-releasing hormone) de I'aire pré-optique

(POA), 'adénohypophyse et les gonades.

Chez les femelles de mammifere, la libération de GnRH (Gonadotropin-releasing
hormone) dans le systéeme vasculaire porte hypothalamo-hypophysaire stimule la synthése
et la libération de I’hormone lutéinisante (LH) et de la FSH par I'adénohypophyse (11). Ces
deux gonadotrophines agissent sur les ovaires pour controler la croissance et la maturation
folliculaire. En retour, les follicules en maturation sécrétent progressivement deux hormones
gonadiques : 'cestrogéne (E2) et la progestérone. Ces stéroides sexuels exercent sur I'axe
HHG un rétrocontrole qui est a I'origine des variations cycliques de LH et FSH a la base des
cycles estriens. En début de cycle (diestrus, proestrus), les taux de LH et FSH augmentent
progressivement permettant la maturation folliculaire. Leur libération est alors soumise a un
rétrocontréle négatif exercé par les E2 (12). En fin d’aprés-midi du proestrus, I'augmentation
massive d’E2 provoque une régulation positive de I'axe gonadotrope générant un pic de

GnRH et un picde LH (12).

Ce pic de LH appelé pic pré-ovulatoire est responsable du déclenchement de
I'ovulation le lendemain du proestrus. Cette étape est la phase clé de la reproduction
pendant laquelle les ovocytes sont expulsés. La particularité du pic pré-ovulatoire est son
décours temporel. Par exemple chez les rongeurs, le pic est transitoire et a lieu
systématiquement a la fin de la période de repos (transition jour/nuit) le jour du proestrus
(13). C'est a dire en fin de jour, chez les rongeurs nocturnes, et en fin de nuit/début du jour

chez la femme.
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Figure 3: Régulation de I'axe gonadotrope chez les rongeurs femelles. Les neurones a GnRH
(Hormone libérant les gonadotrophines) localisés dans I'aire pré-optique (POA) projettent
dans I’éminence médiane, stimulant la synthése et la libération de LH et de FSH par
I'adénohypophyse. La LH (Hormone lutéinisante) et la FSH (Hormone stimulant la
folliculogenése) régulent la croissance et la maturation folliculaire. En retour, les follicules
sécretent progressivement des cestrogenes qui rétroagissent sur l’‘axe hypothalamo-
hypophysaire. En début de cycle, les faibles concentrations plasmatiques d’E2 induisent un
rétrocontréle négatif sur I'adénohypophyse et sur les neurones a GnRH. En proestrus, les
fortes concentrations plasmatiques d’cestrogéne induisent un rétrocontréle positif sur

I'adénohypophyse et les neurones a GnRH. (Chassard, non publié).
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Pic de LH/Ovulation s'inscrivent dans une régulation
temporelle/endocrinienne

L'activité de reproduction se caractérise donc par des variations hormonales : cestrogéne,
LH, FSH, progestérone, qui conditionnent la cyclicité du développement ovarien et de
I'ovulation. Le pic de LH qui déclenche I'expulsion des ovocytes des follicules matures, c'est a
dire I'ovulation, s'inscrit dans une modalité temporelle bien précise. D'une part, le pic de LH
s'inscrit dans une modalité infradienne (infradies = période supérieure a 24h), par le fait qu'il
apparait tous les 4-5 jours. D'autre part, il fait partie d'une mécanistique temporelle dite
circadienne (circadies = période autour d'un jour), en étant toujours déclenché en fin de

période de repos le jour du proestrus (13).

Ainsi le pic de LH, déclenchant I'ovulation, s'inscrit dans un cycle régulé et résulte de la
convergence de deux messages : un message temporel, permettant son déclenchement en
fin de période de repos le jour du proestrus, et un message oestrogénique, provenant des
gonades, reflétant le statut mature des follicules ovariens. Cette régulation oestrogénique
est prise en charge par l'activité de l'axe hypothalamo-hypophysio-gonadique, tandis que
la régulation temporelle est supportée par le systéme circadien que nous développerons
par la suite. Je présenterai donc en premiére partie, I'axe hypothalamo-hypophysaire, puis

le fonctionnement du systéme circadien.
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Axe hypothalamo-hywophyso-gonadique

Neurones a GnkH

Terminologie et historique

Au cours du XIX siecle, Aureliano Maestre de San Juan, un médecin histologiste physicien et
anatomiste fit la description d'un homme atteint d'hypogonadisme ainsi que d'une agénésie
des nerfs olfactifs. C'est un siécle plus tard que Franz Jospeh Kallman décrivit un syndrome
d'hypogonadisme et anosmie. Cette pathologie mit en lumiére I'existence d'un lien étroit
entre le contréle de la fonction de reproduction et le systeme olfactif. Ceci s'explique par la
migration des neurones a GnRH depuis les placodes olfactives au cours du développement

embryonnaire.

En 1971, le groupe de R. Guillemin (14) et A. Schally (15) détermine la séquence de la GnRH
des mammiféres. Cette neuro-hormone était initialement appelée LRF, puis LHRH
(Luteininzing Hormone-Releasing Factor/Hormone) pour ses capacités a stimuler la
libération de LH. Elle fut renommée plus tard en GnRH ou encore gonadolibérine pour son
activité stimulatrice sur la sécrétion de FSH. La GnRH est ainsi déterminante pour la

sécrétion de LH et de FSH, controélant le cycle estrien.

Localisation anatomique

Les neurones a GnRH (environ 1000 chez les mammiféres supérieurs) se localisent a travers
I'aire préoptique (POA), la bande diagonale de Broca ainsi que I'organe vasculaire de la lame

terminale (OVLT) (16,17)(Figure 4)
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Figure 4: Distribution des neurones a GnRH chez le rat. A schéma d'une coupe sagittale Les
points gris correspondent aux corps cellulaires exprimant du GnRH. Les neurones a GnRH
hypophysotropique se localisent dans le POA et projettent vers I'OVLT (en jaune) et
I'’éminence médiane. B Coupe coronale d'un cerveau de rat a travers la région POA-OVLT.
Immunomarquage de GnRH permettant la visualisation des corps cellulaires (fleches) ainsi
que des prolongements axonaux. Echelle : barre = 50um, Ill = troisieme ventricule. ac:
commissure antérieure, ox: chiasma optique. ME: éminence médiane, OVLT: organe

vasculaire de la lame terminale, POA: aire préoptique.

Transcription et traduction

La plupart des vertébrés étudiés possedent au moins deux formes de GnRH. La forme
hypothalamique, GnRH 1, se présente sous la forme d'un décapeptide (figure 5). Elle differe
de la deuxiéme forme GnRH Il (18), par le remplacement de trois résidus en position 5, 7 et
8. Cette hormone forme une structure en épingle a cheveux dont I'apex se positionne au
niveau de I'acide aminé (AA) Glycine (Gly), autrement dit en position 6. Les extrémités N et C

terminales participent a la liaison et a l'activation du récepteur GHRH (19).
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Figure 5: Le décapeptide GnRH I. Cette neuro-hormone se présente sous forme d'une épingle
a cheveux dont le sommet se positionne en Gly 6. Les deux extrémités N et C terminales

jouent un réle dans la liaison au récepteur et son activation. (20)

Le géne codant la GnRH s'organise sous forme de 4 exons et 3 introns (Figure 6). La
traduction de I'ARNm géneére un précurseur appelé pré-pro-GnRH. Il est organisé selon la
séquence suivante: un peptide signal, le décapeptide GnRH, un site de clivage, une peptide
GAP (GnRH-Associated Peptide). Aprés maturation post-traductionnelle, la GnRH et le
peptide GAP sont stockés dans les vésicules de sécrétion au niveau des terminaisons
nerveuses (21). Le role exact de la GAP reste encore a élucider. Pourtant, ce peptide semble
avoir une fonction primordiale dans la production de GnRH mature. En effet, chez des souris
hypogonadiques hypogonadotropes, qui présentent des problemes de fertilité, il a été
montré une déficience dans la production de GAP suite a la délétion des exons Il et IV

codant pour cette derniére (22).
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Figure 6: Structure du gene de la GnRH chez les mammiféres. Le géne est constitué de 4
exons. L'ARNm code pour la pré-pro-GnRH comprenant un peptide signal, le decapeptide
GnRH, et un site de clivage et le GAP (GnRH Associated Peptide). adapté de

https://www.glowm.com/resources/glowm/cd/pages/v5/v5c071.html

Récepteur GnRH-R

Le récepteur a la GnRH (GnRH-R) fait partie intégrante de la sous famille des rhodopsines. Ce
sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) (Figure 7). lls se retrouvent de maniere
physiologique ou pathologique dans plusieurs structures : I'hypophyse, les ovaires, |'utérus,
la prostate, la poitrine, et également dans d'autres tissus indépendants de la fonction de
reproduction. L'activation de ce récepteur entraine une régulation de divers effets
biologiques (tableau 4). Les récepteurs présents au niveau des cellules gonadotropes sont
couplés aux protéines Gq/G11 (23,24). Leur activation entraine la stimulation de la
phospholipase C qui catalyse la réaction du phosphatidylinositol 4,5 biphosphate (PIP2) en
inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et diacyl glycérol (DAG). L'IP3 induira une mobilisation

calcique intracellulaire issu du réticulum endoplasmique, tandis que le DAG mobilisera
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I'activation de protéines kinases telle que la protéine kinase C (PKC). Ces phénomeénes
induiront une libération de gonadotropines (25). De plus, on pourra citer I'action de la GnRH

sur la transcription des génes codant les sous-unités a et § des gonadotropines (25).

Site d'action Action putative Référence

Modulation de la libération de

Placenta hea (26)
Prolifération, adhésion (27)

Cellule T ’ L’

chuie chemotaxis augmentés (28)

Croissance axonale, migration,

Neurones olfactifs remodelage du cytosquelette (29)
augmentés
Prolifération, invasion et
Cellule Melanoma o, (30)
chemotaxis diminués
., . Diminution des sécrétions
Cellule pariétale gastrique (31)

d'acide gastrique

Tableau 4: Actions de la GnRH en dehors de la pituitaire.

Milieu extracellulaire

Milieu intracellulaire

Figure 7: Structure du récepteur de la GnRH humain. Ce récepteur est couplé aux protéines G

de type Gq (les acides aminés en orange permettent le couplage a cette protéine G). La poche
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de liaison est représentée par les AA en vert, la liaison du ligand par les AA en rouge, et
I'activation du récepteur par les AA en bleu. A noter, que ce RCPG est le seul de sa famille a

ne pas posséder de queue C-terminale.(19)

Efférences

Les axones des neurones a GnRH suivent le tractus septo-preoptico-infundibulaire qui
émergent des neurones localisés dans le septum médial et le POA. La majorité des fibres
vont parcourir un trajet en direction de deux organes circumventriculaires : I'OVLT et
I'éminence médiane (ME) (16,32) Figure 8. Les axones des neurones a GnRH présents dans
I'éminence médiane vont libérer la gonadolibérine dans les capillaires du systeme porte qui
stimulera les cellules gonadotropiques présent dans I'adénohypophyse (16). Néanmoins, il
existe des projections en direction du bulbes olfactifs, qui seraient impliquées dans la
transmission et la modulation des stimuli olfactifs, dont on sait qu'ils sont trés étroitement

liés au comportement et la fonction de reproduction (17,33).

Figure 8: Immunomarquage
GnRH montrant les
terminaisons  nerveuses. A
coupe coronale illustrant les
axones au niveau de I'OVLT. B
coupe coronale illustrant la

région de lI'éminence médiane. C

Coupe sagittale montrant les

axones au niveau de I'éminence médiane. Barre d'échelle = 50um.

Afférences des neurones a GnRH

Plusieurs afférences peptidergiques et monoaminergiques ont été identifiées au cours des

années (34). Ces projections proviennent essentiellement du noyau arquée (ARC) contenant
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de la dopamine, B-endorphine, Neuropeptide Y, Kisspeptine (Kp), Neurokinine B, de
I'hypothalamus ventromédian (somatostatine) et ou encore de |'aire préoptique (GABA). On
pourra également cité la présence de RFRP. Une afférence particulierement importante
venant de [|'Aire antéroventrale périventriculaire (AVPV) contenant les Kp stimule
massivement les neurones a GnRH provoquant la survenue du pic pré-ovulatoire de

GnRH/LH (35).

Pulsatilité des neurones a GnRH

Dans le systeme endocrinien, on retrouve le plus souvent des sécrétions hormonales dites
pulsatiles avec une composante rythmique qui peut varier selon la fonction physiologique.
On pourra ainsi citer la sécrétion de GH (hormone de croissance) (36), ACTH (hormone
corticotrope) (37), TSH (hormone stimulant la thyroide) (38), PRL (prolactine) (21), LH (39), et

FSH qui sont toutes pulsatiles.

La pulsatilité des neurones a GnRH a été mise en évidence dans le systeme porte
hypothalamo-hypophysaire chez le rat (40), chez la brebis (41,42), dans le liquide
extracellulaire présent dans I'éminence médiane chez le rat (42), ou encore dans le LCR
(singe (43), brebis (44)). Une relation étroite existe entre la pulsatilité de GnRH et la

sécrétion d'hormones gonadotropes (LH

* Moz et FSH) (Figure 9). Les pulses sont tres
30
»s brefs (de l'ordre de quelgues minutes),
E
‘E. 20} . séparés par la suite, de périodes ou les
g 3¢ niveaux sont indétectables (45). La
© 10 ¢ .
s fréquence et I'amplitude des pulses sont
o . dépendantes des stéroides sexuels.
160
140
E 120
S 100
; 20 Figure 9: Libération pulsatile de GnRH et
80 LH chez un singe ovariectomisé
40t
20 Corrélation directe entre les pulses de
n e A i i
0 60 120 180 240 300 360 420 480 GnRH et ceux de LH. (46)
TIME (min)
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Autrement dit, |'activité pulsatoire des neurones a GnRH varie au cours du cycle estrien. La
fréquence et I'amplitude des pulses seront modulées par les E2 (Figure 10) déclenchant in

fine la survenue du pic pré-ovulatoire de GnRH/LH (Figure 11).

lovx pm OVX+E PM
1000 AL 11 1000 pA | “#m | W] [/l ll“'.l
15 N15
g X
w 07 35 60 “ o 30 6
Time (in) Time (min) CI

Figure 10: Pattern de décharge des neurones a GnRH enregistré en extracellulaire provenant
de souris ovariectomisées (OVX) ou OVX avec un implant d'estrogéne (E) mimant le proestrus.

(13)

Pic pré-ovulatoire de GnRH

En 1976, le groupe de Sarkar décrit pour la premiere fois un pic de GnRH au moment du pic
pré-ovulatoire de LH chez la ratte (40). Ce pic survient dans la phase folliculaire tardive,
guand les niveaux d'E2 augmentent. Cette hormone sexuelle constitue ainsi le signal ovarien

primordial permettant le déclenchement du pré-ovulatoire de GnRH/LH.

Durant la phase folliculaire (proestrus/estrus), le profil de sécrétion de GnRH varie et peut
étre subdivisé en deux phases (47-49). La premiéere phase se révéle par une diminution de la
fréquence des pulses de GnRH. La seconde phase se traduit par une augmentation majeure
de la fréquence des pulses jusqu'a obtenir une sécrétion continue masquant ainsi le
caractere pulsatile de la libération de GnRH. Cette libération continue et massive constitue le
pic pré-ovulatoire de GnRH Figure 11 (45). La survenue de ce dernier est conditionnée
majoritairement par les taux d'E2 circulants, qui influencent le mode sécrétoire des

neurones a GnRH.
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Figure 11: Pulsatilité GnRH/LH
conditionnée par les taux
d'cestrogénes. Corrélation
directe entre pulses de GnRH
et pulses de LH. Quand les
taux d'cestrogénes sont élevés,
un pic pré-ovulatoire de GnRH
survient entrainant le
déclenchement pic de LH
responsable de ['ovulation.

(50)

Les neurones a GnRH présentent donc une activité pulsatoire modulée par les taux

circulants d'E2. En proestrus, quand les taux d'E2 sont élevés, la fréquences des pulses va

augmenter permettant la survenue du pic pré-ovulatoire de GnRH. La libération massive
de GnRH dans le systéme porte hypothalamo-hypophysaire stimulera les cellules
gonadotropes de I'adénohypophyse via les récepteurs GnRH-R induisant la survenue du pic

pré-ovulatoire de LH.
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Adenohypophyse - LH / FSH -

L'anté-hypophyse, ou adénohypophyse ou encore appelé hypophyse antérieure est le lobe
antérieur de I'hypophyse et fait partie intégrante de I'appareil endocrinien. L'hypophyse est
une glande composée de deux lobes : un lobe antérieur glandulaire et un lobe postérieur
nerveux. La partie glandulaire est composée de trois parties : la pars distalis, pars tuberalis et
la pars intermedia. Les cellules présentes dans la pars distalis sécrétent plusieurs hormones
ayant des actions variées: Tableau 5.

Cellules Hormones Action principale

. ACTH hormone Sécrétion de
Corticotropes , . .
adrénocorticotrope glucocorticoides

. Lactation, sécrétion
Lactotropes PRL Prolactine R .
cestrogenes, progestérone

. Métabolisme des lipides et
Somatotropes GH Hormone de croissance P
hydrates de carbone

TSH Hormone stimulant la Sécrétion d'hormones

thyroide thyroidiennes

Thyréotropes

FSH Hormone stimulant la

. . Croissance follicule
folliculogenese

Gonadotropes

LH Hormone lutéinisante Ovulation

Tableau 5: Les cellules hypophysaires. (51)

Dans le cas présent, nous nous intéresserons a la production des deux gonadotropines : la LH
et la FSH qui sont synthétisées et libérées par les cellules gonadotropes. Ces cellules sont
directement stimulées par la GnRH, via la libération du décapeptide dans le systéme porte
hypothalamo-hypophysaire.
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Localisation anatomique

hypothalamus

Complexe
. Hypothalamo-
‘,:‘ hypophysaire

)

—— -

Neurone 8 GnRH

Systéme porte
hypothalamo-hypophysaire

Capillaire

Cellule gonadotrope

Hypophyse
antérieure

Figure 12 : Les cellules gonadotropes de I'adénohypophyse stimulées par les neurones a
GnRH. Les neurones a GnRH présents au niveau de I'hypothalamus sécrétent le décapeptide
au niveau du systeme porte hypothalamo-hypophysaire. Les cellules gonadotropes seront
stimulées,  permettant la  sécrétion de FSH et de LH. Adapté de

http://svt.acdijon.fr/schemassvt

Transcription et traduction

Les gonadotropines sont constituées de 2 chaines polypeptidiques: les sous-unités a et B
(52). Toutes les espéces conservent une sous-unité o identique pour chaque hormone
glycoprotéique hypophysaire. Cette sous-unité est produite par un seul gene. A I'opposé, la
sous-unité B est spécifique de chaque hormone (52). Ainsi elles sont codées par des génes

distincts. Les sous-unités prises séparément n'ont pas d'activité biologique propre. Il faudra
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I'association de ces deux sous-unités pour permettre des changements de conformation du
dimere permettant I'acquisition d'une fonction biologique. La LH et la FSH possedent donc
une sous-unité a et respectivement une sous-unité appelée LHB, FSHP. Ces sous-unités leur

conferent I'action spécifique des gonadotropines (53).

La sécrétion de FSH et de LH, ainsi que la transcription des sous unités gonadotropines sont
dépendantes de la fréquence des pulses de GnRH (54-56). Une diminution de la fréquence
entraine principalement la transcription de FSHPB, tandis qu'une augmentation de la
fréquence des pulses de GnRH active la transcription de LHB (Figure 13). Quant a la
transcription de la sous-unité a elle est principalement exprimée en excés (57,58). La
pulsatilité de la sécrétion de GnRH est indispensable pour la transcription et sécrétion de la
FSH et LH. En effet une exposition continue de GnRH induit une régulation négative de la

synthese d'ARNm, ainsi qu'une diminution de la sécrétion des gonadotropines. (55,59-62).

ey N I GnRH LA A MM

FSHP | LHB | FSHB =~ | LHB

Figure 13: La fréquence des pulses de GnRH conditionne la transcription des sous unités LH
B et FSH 6. Une faible fréquence de GnRH entraine la transcription de FSH béta, alors qu'une

fréquence élevée de GnRH induit la transcription de LH béta. (63)

La sécrétion de LH et FSH controlée par les neurones a GnRH va étre soumise a des
changements au cours du cycle estrien (Figure 14).
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Figure 14: Cycle de sécrétion et synthese de LH et FSH au sein d'une cellule gonadotrope au
cours du cycle estrien. Apres le pic pré-ovulatoire de LH, les cellules gonadotropes sont
dépourvues de granules de LH, et ainsi ne peuvent plus libérer I'hormone. Une synthése au
niveau des cellules gonadotropes va avoir lieu permettant de remplir les stocks. A la fin de la
phase lutéale, I'augmentation de la fréquence des pulses de GnRH stimule la libération de LH,
et inhibe celle de FSH. Au moment du pic de GnRH, toutes les cellules gonadotropiques
libérent leurs contenus en LH au niveau du capillaire. La FSH est libérée par une voie

constitutive alors que celle de LH est stimulée par la GnRH. (64)
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Role des FSH et LH

Les récepteurs a la FSH et la LH sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires
couplés a des protéines G (52). La FSH, hormone stimulant la folliculogenése, va comme son
nom l'indique permettre la mise en place de la maturation folliculaire. La FSH induit le
recrutement des follicules mais nécessite tout de méme un niveau basal de LH (52). La LH,
hormone lutéinisante, va induire |'ovulation quand elle est sécrétée sous forme d'un pulse
continu élevé, appelé pic pré-ovulatoire de LH (52). Ceci aura pour conséquence |'expulsion
de I'ovocyte du follicule mature, et la mise en place du corps jaune. L'action de ce dernier
sera d'assurer la sécrétion de progestérone indispensable pour la mise en place des

processus nécessaire a la gestation. Cela marquera le début de la phase lutéale.

L'adénohypophyse secréte deux gonadotrophines (LH et FSH) en réponse a la libération de
GnRH. Lorsque la fréquence des pulses des neurones a GnRH est faible, les cellules
gonadotropes sécretent préférentiellement de la FSH. A l'inverse, une fréquence élevée des
pulses de GnRH entraine une augmentation de la libération de LH. Lorsque le pic de pré-
ovulatoire de GnRH est déclenché, il introduit un pic de sécrétion de LH qui sera a l'origine

de l'ovulation.
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Les gonades femelles

Anatomie de I'appareil génital femelle

Il comprend plusieurs parties (65) (Figure 15):

- Deux ovaires assurant les fonctions germinales, a savoir la production d'ovocytes, et
endocrines comme la sécrétion d'E2 et de progestérone.

- Deux trompes utérines qui constituent la partie initiale des voies génitales. Elles se
présentent sous formes d'organes tubulaires longs, faisant le lien entre I'utérus et les
ovaires. Un oviducte intégre le pavillon, appelé également infundibulum (structure
coiffant I'ovaire, permettant de récolter les ovocytes lors de I'ovulation), I'ampoule
(site de la fécondation), l'isthme (partie permettant le transfert des ovocytes vers
['utérus).

- Un utérus: site de la gestation.

- Le col utérin ou cervix: isole en permanence la cavité utérine de la cavité vaginale

- Unvagin: cavité permettant de recevoir |I'organe copulateur male.

Caviteé de 'utérus Ovaire Ovule
(grossesse) (ovogenese) expulsée
Muqueuse Trompe
utérine \ \ ) \ |

Paroi musculaire —~

uterine
Col de 'utérus Ligament Frange du
Vagin pavillon
Orifice A
du vagin . - Petite levre
Fente vulvaire ! Grande levre

Figure15s : Appareil génital femelle (chez la femme) www.app-asap.overblog.com
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Evéenements cellulaires ovariens : la maturation folliculaire

Les ovaires présents au nombre de deux sont de forme et de dimension variables en
fonction des espéces. Chez les rongeurs (cobaye, hamster, rat ou souris (66)), les ovaires de
petites tailles ovoides, rosés ou jaunatres sont situés a la face postérieure des reins. lls sont
le plus souvent entourés d'un tissu adipeux plus ou moins important. Chez la plupart des

especes l'ovulation peut se faire sur toute la surface de I'ovaire.
L'ovaire se décompose en deux parties distinctes (65):

- une médulla centrale: site de pénétration vasculaire et nerveuse.

- un cortex périphérique: site de I'activité folliculaire.

Le gamete femelle appelé ovocyte se trouve au sein d'un follicule ovarien qui va évoluer au
cours du temps. Le follicule en croissance passe par différents stades morphologiques

(Figure 16 et 17).

corpus iu!tmﬁtta&s follicule
rimordiaux nmaire
vaisseaux i 4 follicule
sanguins secoﬂdalre
\ follicule
ligament . tertiaire

utéro-ovarien

follicule de
Dea Graaf

jaunes
coupe d’'un ovaire
& cycle ovarien

Figure 16: Coupe d'un ovaire et cycle ovarien.

https://mamansurvolt.files.wordpress.com/2015/05/65_popup_cycle-ovarien-1876608.jpg
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Figure 17: Développement folliculaire.
http://www.bio-top.net/Schemas/Follicules_ovaire2.gif

D'une part, la taille de l'ovocyte va augmenter. D'autre part, les cellules somatiques

entourant I'ovocyte vont rentrer en prolifération, constituant ce qu'on appelle la granulosa.

Au départ, le follicule appelé follicule primordial est constitué de I'ovogonie et d'une fine
couche cellulaire : la granulosa. Le follicule primordial va par la suite se transformer en

follicule primaire : la granulosa se creuse d'une cavité appelée antrum. C'est dans cette
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cavité que les sécrétions des cellules folliculaires vont s'accumuler. Le follicule va prendre le
nom de follicule antral ou tertiaire. Les cellules péri-folliculaires du stroma ovarien se
différencient pour constituer les théques folliculaires : la theque interne de nature
épithélioide et la theque externe de nature conjonctivo-musculaire. Au cours des stades
terminaux du développement folliculaire, la théque se vascularise progressivement, le
volume de I'antrum augmente par accumulation des sécrétions provenant de la granulosa
des deux théques. La granulosa perd sa capacité de prolifération. L'ovocyte est repoussé vers

un des poles de I'antrum, entouré de la zone pellucide (65).

La derniere étape de la maturation folliculaire est constituée du follicule pré-ovulatoire,
encore appelé follicule de De Graaf. Il est caractérisé par la présence d'une theque externe,
d'une theque interne séparée de la granulosa par la lame basale, d'un ovocyte enfermé dans

les cellules de la granulosa présent dans I'antrum, dénommé cumulus oophorus (65).

Ovulation

L'ovulation désigne la libération d'un ou plusieurs ovocytes fécondables suivant la rupture

d'un ou des follicules de De Graaf (Figure 18).

Figure 18: Expulsion de
l'ovocyte par le follicule

mature.

http://www.vetopsy.fr/repro
duction/femelle/images/ovul

ation.gif
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L'ovulation est le fruit d'une succession d'événements (67,68):

- Augmentation du flux sanguin

- Augmentation du volume de I'antrum: conséquence d'un appel d'eau par l'acide
hyaluronique sécrété par les cellules du cumulus sous I'action de la LH/FSH.

- Dissociation de faisceaux de fibres de collagéne de la theque interne au niveau de
I'apex du follicule.

- Détachement des cellules de la granulosa de la lame basale. Les cellules qui assurent
la jonction entre la granulosa et I'ovocyte restent plus ou moins longtemps attachées
a l'ovocyte et forment la corona radiata.

- Rupture de la lame basale.

- Mort des cellules épithéliales ovariennes au niveau de |'apex.

- Rupture du follicule (Figure 19).

- Contraction du follicule par dépression hydrostatique.

- Expulsion de I'ovocyte.

Dwvaire Figure 19: Expulsion de

Follicule de

DeGraal  joyocyte par le follicule

Theque mature.

Antre
http://www.bio-
top.net/Schemas/ovulation
1.9i

Zone Ovocytell et son of

pellucide globule polaire

Cellules du Acide hyaluronigue

cumulus et liquide folliculaire

proligére

Toutes ces étapes sont également accompagnées de sécrétions de prostaglandines de type

PGF2a par la theque et la granulosa (67,68). Ces prostaglandines permettent la mise en

place de réactions inflammatoires impliquées dans I'ovulation. La décharge ovulante de

LH/FSH induit a la fois la rupture du follicule par une augmentation massive d'AMPc
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(adénosine monophosphate cyclique) provoquant une réaction inflammatoire localisée,

I'ovulation et la maturation ovocytaire en corps jaune (67,68) .

La fonction lutéale

Le corps jaune est un composant endocrinien transitoire formé a partir des cellules
folliculaires qui ont expulsé I'ovocyte. Le corps jaune se place dans un cycle, appelé cycle
lutéal. Il dépend de la succession de plusieurs étapes : sa formation, sa croissance et sa
régression. Ces phases sont exprimées durant le métestrus et le diestrus. Le corps jaune a
pour vocation principale la formation de progestérone : hormone pro-gestative qui permet

la mise en place de la gestation (66).

Les hormones sexuelles

Durant le cycle estrien, les ovaires vont sécréter de maniére cyclique différentes hormones
dont les stéroides sexuels : on pourra citer les E2 et la progestérone ainsi que la testostérone

(mais en tres faible quantité).

Ces hormones font partie des hormones dites stéroidiennes, elles constituent une famille de
molécules apolaires dérivées du cholestérol. Toutes les hormones stéroidiennes se

construisent selon le schéma suivant (66):

- 3 cycles de 6 atomes de carbones A, B, C

- uncycle de 5 carbones D

formant un ensemble a 17 carbones dont les valences libres sont comblées par des
hydrogenes. Cette forme de base appelée noyau stérane ou

cyclopentanoperhydrophenantréne n'existe pas a I'état naturel (Figure 20).
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Figure 20: Cycle stérane. (wikipédia)

4 5

A l'origine des hormones sexuelles, on retrouve le cholestérol synthétisé in situ a partir de
I'acétate ou d'origine plasmatique transporté par des lipoprotéines de type LDL (Low density
Lipoprotein). Les cellules stéroidogénes ont la capacité d'effectuer la biosynthese de
cholestérol via l'acétyl-coenzyme A. Cependant cette synthese est limitée et les besoins des
cellules en cholestérol sont approvisionnés principalement par les lipoprotéines. Le
cholestérol est soit estérifié a des acides gras via l'acyl cholesterol acyl transférase puis
stockés dans des liposomes, soit transporté au niveau de la membrane interne des

mitochondries ol aura lieu les premieres étapes de la stéroidogenese (Figure 21).

Cholestérol en prégnénolone (66)

La premiére étape permet la transformation du cholestérol en prégnénolone. Cette étape se
fait dans la mitochondrie. Elle fait intervenir un complexe enzymatique comportant la
P450scc. Ce cytochrome introduit une groupement OH sur la chaine latérale du cholestérol,

permettant de rompre cette derniére via l'interaction d'une desmolase.

Prégnénolone en progestérone(66)

La prégnénolone donne la progestérone par une deshydrogénation et l'isomérisation de la
double liaison du cycle B vers le cycle A assurée par l'enzyme 3B hydroxystéroide

déshydrogénase.
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Prégnénolone en androgénes (66)

La biosynthese des androgénes est assurée par un cytochrome: P450-17a (17a-hydroxylase)
permettant une hydroxylation en C17. Cela engendre la formation de 17a-

hydroxyprégnénolone.

L'androgene déhydroépiandrostérone (DHA) est obtenu a partir de la 17a-
hydroxyprégnénolone par oxydation. Cette derniére pourra alors donner de
I'androsténedione par une étape d'oxydation et isomérisation. L'androsténedione est
convertie en testostérone par l'action d'une enzyme: la 178 HSD (17B-hydroxystéroide

deshydrogénase).

Androgéne en cestrogénes (66)

L'aromatisation des androgénes en cestrogenes est assurée par une cytochrome: la
p450aromatase.
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Figure 21: Voie de synthése des stéroides sexuels. (wikipedia)

Page 35



Régulation de la stéroidogeneése sexuelle

La stéroidogenese sexuelle est principalement assurée par les follicules de |'ovaire. Son
activité est soumise a des variations cycliques dépendant de ses stades d'évolution et de sa
différenciation. Deux types de cellules sont impliqués dans le systeme de stéroidogénese

(66):

- les cellules de la theque

- les cellules de la granulosa

Elles vont exprimer des profils stéroidogéniques différents conditionnés par la nature des
récepteurs membranaires présents, par l'activité enzymatique, par la compartimentation

cellulaire induisant une restriction vasculaire de la theque.

L'activité de stéroidogenése est soumise au contrble des sécrétions hypophysaires: la FSH et
la LH. L'action de la FSH est restreinte aux cellules de la granulosa, tandis que la LH exerce
son action sur les deux types cellulaires. Ceci étant expliqué par le profil d'expression des

récepteurs aux gonadotrophines (67,68) (Figure 22).

Les cellules de la granulosa présentent le récepteur a la FSH a tous les stades de
développement folliculaire, alors que celui de la LH est présent uniqguement au cours des
derniers stades de maturation folliculaire. Les cellules de la theque ne possedent pas de
récepteur a la FSH, seulement ceux a la LH et ceci dés le début du développement
folliculaire. La réponse des follicules aux gonadotrophines dépend principalement de
I'équipement enzymatique cellulaire. La réponse de la granulosa a la FSH durant le stade
préantral du développement folliculaire sera la mise en place d'une augmentation de
I'activité du complexe enzymatique aromatase. La sécrétion d'E2 va dépendre en premier
lieu de I'apport exogéne d'androgénes par les cellules de la theque. La FSH aura également
une action sur la capacité des cellules de la granulosa a produire de la progestérone via les
complexes enzymatiques P450ssc et 3BHSD. La compartimentation citée précédemment
empéche une bonne vascularisation de la granulosa qui limite alors la production de
progestérone, nécessitant |'apport de cholestérol transporté par les LDL. Durant le

développement folliculaire, les cellules de la granulosa vont acquérir le récepteur de la LH,
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induit par l'action de la FSH. Les cellules de la theque vont étre le site de production des

androgenes stimulé par I'action de la LH (67,68).

LH FSH LH

|

m—— Cholestérol = Progestérone l ‘
Progestérone wmmp

| |
Liquide
Folliculaire

Cholestérol

Sang

Oestrogéne = Testostérone==sTestostérone ==$Oestrogene  mmmmp

Theque Granulosa

Figure 22: Effets des hormones gonadotropes sur la stéroidogenése des cellules de la
granulosa et de la theque. adapté de Physiologie de la reproduction des mammifére, Ecole

nationale vétérinaire de Toulouse.

Role de I'cestrogénes dans la reproduction

Les fonctions des E2 sont multiples, elles permettent (66):

- la croissance folliculaire.

- le maintien des caracteres sexuels secondaires féminins.

- le maintien de la trophicité vulvaire et vaginale.

- la dilatation du col de I'utérus pour permettre un meilleur passage des
spermatozoides.

- la stimulation de la glaire cervicale, permettant une meilleure mobilité pour les
spermatozoides a travers |'utérus.

- l'activation de I'ovogenese et |'ovulation en stimulant la synthéese des récepteurs a la
FSH et LH.
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- la stimulation de la croissance cellulaire myométriale, la croissance de |'utérus, la
croissance mammaire au cours de la grossesse.

Récepteur aux estrogénes

Le récepteur aux E2 (ER) fait partie de la superfamille des récepteurs nucléaires. Ces
récepteurs fonctionnent par liaison de I'hormone, fixation du récepteur a une séquence
d'ADN spécifique qu'on appelle élément de réponse aux hormones (ERE) présent en amont
du promoteur. L'activation des ER entraine l'activation de genes responsables de la
croissance, de la différenciation cellulaire ainsi que des fonctions de la reproduction. Il existe
3 formes de ER: ERa, ERP et ERy. Les deux premiers sont retrouvés chez toutes les espéces
alors que ERy n'a été visualisé que chez certaines espéces de poissons (69-71). Il existe
également un récepteur membranaire appelé GPR30, permettant des réponses cellulaires
plus rapide que les récepteurs nucléaires (72). Il existe plusieurs voies de signalisation

cellulaire de I'cestradiol et de son récepteur (Figure 23).
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Figure 23: Voies de signalisation des cestrogénes. Il existe plusieurs voies génomiques ou
non génomiques. Dans la voie classique génomique, I'E2 se fixe a son récepteur ER, induisant
la transcription de génes pour la réponse cellulaire. Une deuxiéme voie génomique ligand-
indépendant existe, elle fait intervenir des facteurs de croissance (GF), qui provoque la
phosphorylation du récepteur permettant sa fixation au site de régulation génomique. Enfin,
une voie non génomique fait intervenir des récepteurs membranaires. La fixation du ligand
sur ces récepteurs entraine une réponse cellulaire comme par exemple, une mobilisation

calcique. adapté de https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00470517

Rétrocontrole des hormones sexuelles sur I'activité de I'axe
hypothalamo-hypophysaire-gonadique

Durant la plus grande partie du cycle estrien, les E2 vont exercer un rétrocontrole négatif sur
I'activité des neurones a GnRH, permettant de maintenir des concentrations faibles en LH et
FSH. Cependant, |'élévation progressive d'E2, atteignant un certain seuil, va permettre la
mise en place d'un rétrocontrole positif stimulant la sécrétion massive de LH. Ce
rétrocontrole positif est a I'origine de la survenue du pic pré-ovulatoire de GnRH/LH. S'il n'y a
pas de fécondation de I'ovocyte, le corps jaune se met a dégénérer, et produit des E2 ainsi
que de la progestérone qui aura pour effet I'application du rétrocontréle négatif sur la

sécrétion de LH et FSH.

L'effet du rétrocontréle positif et négatif des stéroides sexuels est médié par les neurones a
GnRH, cependant ces neurones expriment peu de les récepteurs a ces stéroides (73-75). Ceci
indiqguant qu'il existe au moins un intermédiaire transmettant les effets de ces

rétrocontroles.

Le cycle ovarien est caractérisé par la croissance folliculaire, I'ovulation, et la formation du
corps jaune. Ce cycle va moduler la sécrétion de stéroides sexuels qui auront une action de
rétrocontréle sur I'hypothalamus et I'hypophyse. Ceci en modulant I'activité des neurones a
GnRH. Durant la majorité du cycle, les E2 auront un effet de rétrocontréle négatif, alors
que durant le proestrus, les concentrations élevés d'E2 auront un effet stimulant sur les
neurones @ GnRH. Cela permet la survenue du pic pré-ovulatoire de GnRH/LH a I'origine de
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l'ovulation. Cependant I'effet des E2 ne se fait pas directement sur les neurones a GnRH
mais par l'intermédiaire de populations neuronales exprimant le Kp.
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Kisspeptine

Découverte des Kisspeptines

Les éléments caractérisant le systeme Kiss1 ont été identifié en 2001, alors que son réle dans
la reproduction n'a été découvert qu'a la fin de I'année 2003. En 2001, le kisspeptine (Kp)
était connu sous le nom de métastin, pour ses propriétés anti-métastatiques. En effet,
plusieurs études ont pu mettre en relation I'action de la métastin avec différents cancers.
Une diminution de ce peptide était observée dans plusieurs types de cancers (76).
L'élévation de son expression permettait une amélioration voir une guérison de certains
cancers comme les mélanomes de la peau. Ces effets thérapeutiques sont principalement
dus a l'action de la métastin sur le remodelage tissulaire par l'intermédiaire de
métalloprotéases, sur l'activité chémotactique du récepteur CXRC4 (77) (responsable de la

migration cellulaire cancéreuse, a I'origine de formation métastasique).

Ce n'est qu'en 2003, que deux études indépendantes ont démontré |'action de ce peptide
dans la fonction de reproduction a été découverte. Une premiéere étude a montré que des
patients souffrant de forme d'hypogonadisme idiopathique familial présentaient des
mutations sur le récepteur GPR54, récepteur des Kp (78). En paralléle, une étude cherchant
a phénotyper des souris avec une mutation fonctionnelle de GPR54 (récepteur aux Kp,
appelé également Kiss1R) a montré un hypogonadisme similaires aux patients affectés (79)
(Figure 24); a savoir une immaturité sexuelle, des déficiences fonctionnelles soutenues par
les gonades (80-82). Ainsi les observations de deux équipes (de Roux (78) et Seminara (79))
ont permis de mettre en avant le role indispensable du récepteur GPR54 et de son ligand. La
caractérisation neuroendocrine chez I'Homme a permis de montrer que la
mutation/délétion du géne GPR54 engendrait des symptomes d'hypogonadismes, mais les
patients conservaient leur sensibilité a I'apport exogéne de GnRH, montrant ainsi une
préservation fonctionnelle de la glande pituitaire (78). De plus, I'étude chez des modeles
murins (GRP54-null) démontre une conservation de l'intégrité des neurones a GnRH (79) .
Ainsi l'absence de déficience au niveau de la migration des neurones a GnRH lors de

I'embryogeneése et de la synthése de GnRH de la pituitaire chez des individus présentant un
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systéeme Kiss1/GPR54 altéré tend a montrer le rble primordial de ce systéeme dans la

régulation des neurones a GnRH. L'absence d'un signal Kpergique ou de son intégration

entraine une suppression de la sécrétion de GnRH.

Figure 24: Visualisation des organes de reproduction chez des souris méle et femelle
intacte ou Kiss1r -/- A: vue externe de male WT et Kisslr -/- montrant une diminution de la
taille de I'organe copulateur. B; Réduction de la taille des testicules a droite chez des souris
mdles Kiss1r -/-. C: Diminution de la taille du systéeme génital femelle chez des souris femelle

Kiss1r -/-. (80)
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Transcription et traduction

Les Kp font partie de la famille des RFamides caractérisée par la présence d'un motif Arg-
Phe-NH2. Différentes Kp sont générées par des clivages protéolytiques d'un précurseur
appelé prépro-Kp, encodé par le géne Kiss1 (83-85). Le précurseur humain contient 145
acides aminés (AA) possédant une séquence signal de 19AA, et une région centrale de 54AA
(Kp-54). La protéolyse du prépro-Kp par l'intermédiaire de différents sites de clivages,
présent au nombre de 3, génére la production du peptide Kp54 arborant la séquence
RFamide. Plusieurs fragments du précurseur de Kp ont été identifiés : Kp14, Kp13 et Kp10,
qui partage en commun avec Kp54 les 10 AA en position C terminale (83,86) (Figure 25).
Chez le rat et la souris, le produit protéolytique majeur est composé de 52AA, et la signature
RFamide est remplacée par un motif Arg-Tyr-NH2. A ce jour, la génération endogene des
différents fragments Kp14, Kp13, Kp10 reste controversée. La production pourrait provenir
directement d'un clivage protéolytique du précurseur, ou étre le fruit d'une dégradation non
spécifique du produit majeur Kp54. De plus, il n'est pas encore défini quelle est la forme
prédominante présente dans les différents tissus. Cependant, il est admis que le plus petit

fragment actif est Kp10.

KISS1 Gene
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Récepteur kiss1R ou GPR54

La signalisation intracellulaire déclenchée par l'activation de GPR54 a initialement été
étudiée sur des modeles cellulaires (CHO-K1, HEK203 ou encore B16-BL6) qui exprimaient le

récepteur GPR54 humain ou du rat (83-85).

Le récepteur GPR54 ou KisslR possedent 7 domaines transmembranaires couplés a la
protéine Gg/11 (Figure 26). Son activation résulte en une mobilisation calcique (Ca2")
intracellulaire. Cette derniére est provoquée par l'activation d'une phospholipase C (PLC) qui
hydrolyse le phosphatidyl-inositol biphosphate (PIP2) en inositol 1,4,5-triphosphate (IP3). Ce
dernier pourra alors se lier a des canaux calciques présents au niveau du réticulum
endoplasmique libérant du Ca2* dans le cytoplasme. L'activation de GPR54 induit également
la formation de diacylglycérol (DAG) qui active la PKC. Cette kinase provoque la
phosphorylation de MAP kinases jouant un rdle dans des fonctions de prolifération et

migration cellulaire.

I \‘ ": ‘ J \w H‘ ‘1,

1V \‘,_

ARRESTIN
p2

| !

Additional Features:
* Interaction with PP2A l
* Interaction with GRK-2

* Interaction with CXCR4/Akt

(ER Ca2+
* Interference of NF«B signaling
* Di/Heteromerization (?) -
J = ERK1/2 @

Figure 26: Voie intracellulaire de transduction du récepteur couplé au protéine G de
Kiss1R.(87)
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Localisation de Kiss1 chez les rongeurs

Le géne Kiss1 sont hautement exprimés au niveau du placenta, le thymus, les testicules ainsi
gue dans les ovaires. De faibles niveaux d'ARNm Kiss1 sont également détectés au niveau du

foie, du pancréas, du petit intestin, du colon, et la rate (85).

Dans le cerveau, le géne Kiss1 est exprimé dans un nombre restreint de régions (Figure 27).
Chez les rongeurs, I'ARNm Kiss1 est trouvé principalement au niveau de I'ARC, et de I'AVPV
(35,88-91). On peut également trouver des neurones Kissl positifs dans les noyaux

périventriculaires, le noyau pré-optique antéro-dorsal, et dans I'amygdale médiale (35).

Figure 27: Distribution de I'ARNm Kiss1 chez la souris. On retrouve des neurones exprimant

Kiss1 au niveau de I'AVPV (A), des noyaux periventriculaires (B), du noyau pré-optique
anterodorsal (C), de I'amygdale mediale (D), et du noyau arqué (E et F). AC = commissure

antérieure, OX = chiasma optique(35)
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Dans le cas des neurones a Kissl présents au niveau de I'AVPV, ils sont sexuellement
dimorphiques (92,93). Le nombre de neurones a Kiss1 est plus grand chez les femelles
comparativement aux males (Figure 28). Cette différenciation sexuelle est a l'origine de la
modulation spécifique des neurones a GnRH. Cette mutation est nécessaire pour la survenue
du pic pré-ovulatoire de GnRH/LH conditionné par |'effet de rétrocontrdle positif des E2 chez

les souris femelles (94).

Figure 28: Différence sexe dépendante du
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Localisation de Kiss1R chez les rongeurs

Chez les rongeurs, on peut observer des niveaux élevés d'expression de KisslR dans
I'nypothalamus et le noyau amygdaloide (Figure 29). Il est exprimé majoritairement au
niveau de la zona incerta, l'aire tegmentale ventrale, le gyrus denté, I'ARC, le DMH
(hypothalamus dorso-médian), le cortex olfactif, le noyau habénulaire latéral, I'aire
hypothalamique latéral, le locus coeruleus, amygdale corticale et médiale. Il est également
exprimé dans le colliculus supérieur, l'aire préoptiqgue médiale, l'aire antérieure
hypothalamique, I'aire postérieure hypothalamique, la substance grise périaqueducale, le
noyau thalamique parafasciculaire , le noyau parabrachial, et nucleus pré-mamillaire (80,83-

85,96).

En périphérie, on retrouvera le Kiss1r au niveau du pancréas, du placenta et I'ovaire. De plus

bas niveaux seront présents dans la rate, le petit intestin, les glandes surrénales, les nceuds

lymphatiques (83,85).

Figure 29: Distribution de Kiss1R aprés hybridation in situ. BST = lit du noyau de la strie

terminale. AVPV= aire antéro-ventrale périventriculaire. AHA = aire hypothalamique
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antérieure. MPO = noyau préoptique médian. LHA = aire hypothalamique latérale. MEA

amygdale médiale. DMH = Hypothalamus dorsomédian. ARC = noyau arquée. PH

Hypothalamus postérieur. PAG = periaqueducal gris. Mikkelsen et al. non publié.

Fonction des Kisspeptines : Invasion trophoblastique

On retrouve chez les femmes enceintes, une augmentation drastique de la quantité de Kp
placentaire, particulierement durant le premier trimestre (97). Ce peptide jouerait un role
important dans la régulation de l'invasion trophoblastique dans la paroi utérine. Ce
processus est essentiel pour le développement fcetal, et se rapproche étroitement du
mécanisme d'invasion de cellule cancéreuse. En effet, Kiss1 et son récepteur sont exprimés
de maniére élevée dans le placenta, et ceci des les premiers stades précoces du
développement placentaire (98,99). Des problémes au niveau du complexe Kiss1/Kiss1R
entraineraient des complications liées a la grossesse, et seraient responsables de ce qu'on
appelle les pré-éclampsies (100,101). Ce sont des anomalies de vascularisation du placenta

entrainant une hypertension artérielle et une hypoxie chez le feetus.

Fonction des Kisspeptines : Mise en place de la puberté

Les Kp sont importants pour la mise en place de la puberté. L'invalidation du gene KissIR
prévient le développement de la puberté (79,80). L'administration répétée de Kp chez des
femelles juvéniles permet d'avancer la période d'ouverture vaginale (sighe de la mise en

place de la puberté) (102). La puberté va étre mise en place par:

1. Une augmentation du nombre de neurones expriment Kp (102)
2. Une augmentation du nombre d'appositions Kpergiques sur les neurones a GnRH (92)

3. Une augmentation de la sensibilité des neurones a GnRH a la Kp (103)
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Fonction des Kisspeptines: Activation des neurones a GnRH

Les Kp sont connues a ce jour comme le neuropeptide le plus puissant en terme d'activation
des neurones a GnRH. En effet, I'application de faible dose de I'ordre du fmole augmente
considérablement les niveaux de LH et de testostérone, via la dépolarisation des neurones a
GnRH (Figure 30a et 30b) (35). Chez les rongeurs, 80% des neurones a GnRH expriment le
geéne précoce c-fos, marqueur d'activation cellulaire apres I'administration centrale de Kp via
I'activation préliminaire du récepteur GPR54r (103-105). Les Kp induisent une dépolarisation
de plus de 90% des neurones a GnRH (103). On peut observer par immunoréactivité que des
appositions Kpergiques sont présentes au niveau du corps cellulaire des neurones a GnRH
mais également au niveau de leurs terminaisons nerveuses situées dans I'éminence

médiane (106,107).

Dose-Response

14— ED50: 2 pmol 24— ED50: 400 pmol
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Figure 30a: Courbe dose réponse de Kisspeptine sur la sécrétion de LH et FSH chez le rat
male. Injection ICV de Kp-10 a différentes concentrations du peptide chez des rats adultes.

(87)
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Figure 30b: Enregistrement de la réponse d'un neurone a GnRH suite a l'application de
100nM de Kp-10 chez une souris adulte male. Les neurones a GnRH sont dépolarisés et

couplés a des bursts de potentiel d'action et ceci plusieurs minutes encore, apreés l'application

du peptide. (103)

Neurones a Kp de I'ARC : Intermédiaire du rétrocontrole
négatif des cestrogénes

Il est actuellement établi que les stéroides sexuels exercent un rétrocontrole positif et
négatif sur les neurones a GnRH. Cependant, ces derniers possedent peu de récepteurs aux
E2 ou a la progestérone (74,75). L'action des stéroides sexuels nécessite donc la présence
d'un intermédiaire. Les Kp étant un stimulateur puissant des neurones a GnRH et présentant
les récepteurs ERa, ils sont devenus un candidat potentiel pour médier I'effet feedback des
E2 durant le cycle estrien sur l'activité de I'axe HHG. Plusieurs études ont pu mettre en
évidence l'action des E2 sur l'expression de Kissl. Par RT-PCR, il a été montré que
I'expression de I'ARNm de Kiss1 était inhibée par |'estradiol dans des fragments de tissus
hypothalamiques (108). Au contraire, chez des femelles ovariectomisées, qui ne sécrétent
plus d'E2, I'expression d'ARNm de Kiss1 est plus élevée dans ces tissus (88,89,104). Le noyau

arqué exprime le Kiss1, dont I'expression est inhibée par les E2 via les récepteurs aux E2 (89).
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Neurones a Kp de I'AVPV : intermédiaire du rétrocontrole
positif des cestrogénes

L'AVPV est sexuellement dimorphique avec une quantité plus importante de neurones a Kp
chez les femelles comparativement au males alors que dans I'ARC le nombre est identique
(92). Une ovariectomie réduit I'expression de Kiss1 dans I'AVPV. Au contraire, un traitement
aux E2 augmente l'expression du peptide (88,89) (Figure 31). Ces études permettent de
démontrer l'importance cruciale des neurones a Kp de I'AVPV dans le rétrocontréle positif
des E2. Cette structure est particulierement importante pour la reproduction chez la femelle.
En effet, lors de l'augmentation progressive des concentrations circulantes d'E2 qui mettra
en place le rétrocontrole positif, ce sont ces neurones qui seront responsables de la mise en
place du pic pré-ovulatoire de GnRH/LH. Les neurones a Kp de I'AVPV expriment le récepteur

ERa par lequel se fait le rétrocontréle positif (88,89).

L'administration d'un antisérum Kp ou d'un antagoniste bloque la survenue du pic pré-
ovulatoire de LH (106,109). De plus, I'expression de Kiss1 dans I'AVPV augmente durant le
proestrus, avec une activation de cFos au moment du pic pré-ovulatoire de LH (110,111). On
pourra également citer I'absence de pic de LH chez des souris KO Kiss1 avec une traitement

oestrogénique (112).

Figure  31: Régulation des
Kisspeptines chez la femelle en
fonction des taux d'cestrogéne
Female rodent s(E2). Lles E2 augmentent le

nombre de neurones Kp-positifs

(87)

Female rodent (+E2)
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ARC versus AVPV

Pour expliquer les différentes actions des E2 sur |'expression de Kiss1 dans ces deux régions,
il a été suggéré que I'E2 avait une signalisation intracellulaire dite classique dans I'AVPV,
alors qu'elle présenterait une voie de signalisation dite non classique dans I'ARC (113). Ceci
suggére donc un role différent des deux régions dans la régulation de I'activité des neurones
a GnRH. De plus, ces deux structures agissent sur différentes parties des neurones a GnRH.
Les neurones a Kp de I'AVPV contacteraient majoritairement le corps cellulaire des neurones
a GnRH, tandis que ceux de I'ARC feraient apposition sur les terminaisons nerveuses dans
I'éminence médiane (114-116). L'AVPV apparait comme indispensable dans le

déclenchement du pic de LH alors que I'ARC piloterait la pulsatilité des neurones a GnRH.

ARC controle la pulsatilité des neurones a GnRH

On sait a ce jour, que la pulsatilité de sécrétion Kpergique coincide avec les pulses de GnRH.
L'activité électrique rythmique et en burst dans I'ARC coincide également avec les pulses de

LH. Un modéle de controle de la pulsatilité des neurones a GnRH a été proposé (117).

Ce modele consiste en une intégration différentielle par les neurones a Kp de I'ARC de la
neurokinine B, et la dynorphine (113,118-121). Ces neurones sont nommés a ce jour, les
neurones KNDys. La neurokinine B stimule I'activité en burst de I'ARC en corrélation avec les
pulses de GnRH/LH par les récepteurs NKB (NK3) (122), tandis que la dynorphine inhibe
spontanément ces bursts via des récepteurs opioides de type Kappa (121). Ainsi la NKB

agirait comme un accélérateur tandis que la dynorphine jouerait un role de frein (Figure 32).
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Figure 32: Modeéle des neurones KNDy de I'ARC contrélant la pulsatilité des neurones a
GnRH. (87). La neurokinine B (NKB) va stimulé I'activité en burst de I'ARC permettant la

sécrétion de GnRH. La dynorphine (Dyn) va inhiber I'activité de I'ARC.
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AVPV controle la survenue du pic de LH de maniére
circadienne

On sait actuellement que le pic pré-ovulatoire de LH est connu pour avoir une composante
circadienne médiée par les noyaux suprachiasmatiques (NSC) (qu'on développera par la
suite). Chez des souris OVX+E2, un pic de LH survient tous les jours. Les neurones a Kp de
I'AVPV dévoile un pattern circadien de I'expression de Kiss1 (88) ainsi que de c-Fos, ceci en
concordance avec la sécrétion journaliere de LH. De ce fait, I'activation journaliere des
neurones Kiss1 de I'AVPV dépendrait des E2, suggérant ainsi que la survenue du pic de LH
serait la résultante de l'intégration de deux messages: un message oestrogénique et un

message circadien (Figure 33).

Message circadien

\ | Ko. — . GnRH

AVPV | | POA /mp  Pituitaire

QOvaires E2

Figure 33: Modéle d'intégration des messages oestrogéniques et temporels dans la

survenue du pic de LH. (Chassard, non publié)

En conclusion, les Kp sont des neuropeptides, activateurs puissants des neurones a GnRH.
lls sont présents dans deux régions distinctes, I'AVPV et I'ARC dont la régulation par les E2
est différente. L'ARC agit comme controleur de la pulsatilité des neurones a GnRH, tandis
que I'AVPV joue un rdle crucial dans la survenue du pic de LH. Ce pic de LH serait la
résultante de la convergence de deux messages, un message oestrogénique provenant des

gonades, et un message circadien dont on ne connait pas encore la nature exacte.
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Systeme Circadien

Les rythmes hiologiques

Il était une fois les rythmes biologiques

La terre décrivant une rotation autour de son axe génére des variations physiques de
I'environnement dans lequel évoluent les étres vivants : intensité lumineuse, humidité ou
encore température. Depuis longtemps, I'étude des processus rythmiques a conduit a de
nombreuses observations : battements du coeur, cycles veille/sommeil, sécrétions
hormonales... sont reliés directement au changement environnemental sur 24h. En 1729,
Jean-Jacques Dortous de Mairan publie des observations qui vont révolutionner notre vision
des rythmes biologiques (123) (Figure 34a et 34b). Il a observé le mouvement des feuilles
d'une plante appelée Mimosa pudica durant plusieurs jours. Il a ainsi observé un rythme
dans leurs mouvements avec une période de 24h lorsque la plante était placée en conditions
d'alternance jour/nuit (LD = Light/Dark). Chose surprenante, cette méme plante placée en
condition d'obscurité constante DD (Dark/Dark), présentait également un rythme journalier
(Figure 34a). Cette expérience démontre le caractére endogene des rythmes journaliers

alors appelé rythmes circadiens.

Figure 34a: Modélisation de I'expérience

de Jean-Jacques Dortous de Mairan sur

le Mimosa pudica placé en LD (coté

fenétre) et en DD (dans la boite).

http://student.ulb.ac.be/~dgonze/CLOCK

S/history.html

Page 55



D ES D CIENEELS 35

OBSERVATION BOTANIQUE.

N (gait que fa Senfitive eft heliotrope , cefl-i-dire que

fes rameaux & fos feiiilles fe dirigent todjours vers le
cité d'otr vient 1 plus grande lumiére, & lon frait de plus
qu'il cette propricic qui lui efl commune avee dautres Plan-
tcs, clie en joint une qui lui eft plus paniculicre, dic oft
Senfuive 3 Fegard du Sotdil ou du jour, fos feiiilles & lours
pédicules fe replient & e contractent vers le coucher du
Soleil, de la méme maniére domt ecla fe fuit quand on tou-
che la Plante, ou quion Fagite. Mais M. de Muiran a obferyé
quil n'eft point nécetizire pour ce phénomdne quielle foit au
Solcil ou au grand air, il oft feulement un peu muing mar-
qud lorfqu'on 1a tient todjours enfermde dans un lica obleur,
clle s'¢panoiiit encore trés-fenfiblement pendam le jour, &

fe replic ou fe reflerre régulicrement e foir pour toute la

nuit. L'expdrience a (éfaite fur la fin de VE¢, & bicn ré-
pétée. La Senfitive fent donc le Solcil fans I voir of au-
cune maniére ; & cela paroit avoir rapport i cette muallicu-
reufe ddlicatefle d'un grand nombre de Malades, qui sapper-
goivent dans leurs Lits de fa différence du jour & de la nuit.

Il feroit curicux d'éprouver fi dautres Plantes, dont les
feiiilles ou les fleurs s'ouvrent le jour, & fe ferment L nuit,
conferveroient comme fa Senfitive cetie propriéié duns des
licux obfcurs; fi on pourroit faire par art, par des fourncaux
plus ou meins chauds, un jour & une nuit qu'clles fentiflent;
fi on pourroit renverfur par la Fordre des phénomenes du
viai jour & de la vraye nuit, &c. Mais les occupations or-
dinaires de M. Muiran ne Jui ont pas permis de pouficr les
expiriences julque- 13, & il fe contente d'une fimple invi-
tation aux Botaniftes & aux Phificiens, «ui pourront cux-
miémes avoir dautres chofes 4 fuivre. La marche de fa véri-
table Phifique, qui eft I'Expérimentale, ne peut étre que
furt lente,
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gfimmm, avec la Critique des Auteurs Botanifles fur cetie
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De la Mutella Americana , florums folis fimbriatis. Inft. Raii
Herb. 242.

Et de la Sanicula, fev Cortufa Americana, aliera, flore mi-
nuto , fimbriato. Hort. Reg. Par.

Figure 34b: Extrait des expériences de Jean-Jacques Dortous de Mairan.

http://student.ulb.ac.be/~dgonze/CLOCKS/history.html

C'est a partir du XXéme siecle que la mise en évidence de la présence de rythmes circadiens
chez des especes animales se concrétise. En 1939, Johnson met en lumiére les rythmes
circadiens d'activités locomotrices de la souris en suivant les mouvements de ces
mammiféres selon différentes conditions d'exposition a la lumiére (124). Quand elles sont
placées en environnement lumineux cyclique (LD), I'activité locomotrice est prédominante
durant la nuit, les définissant ainsi comme des espéces nocturnes. Lorsqu'elles sont placées
en condition constante d'obscurité (DD) appelé condition de "libre cours", elles conservent
un rythme d'activité avec une période proche de 24h, méme sans la présence de facteurs
externes leur donnant un indice temporel, (Figure 35). On qualifiera alors dans ces
conditions, I'expression d'un rythme circadien endogéne. Dans le cas de la souris, la période

circadienne est légérement inférieure a 24h. Elles possedent ainsi un systeme endogene
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donneur du temps appelé systéme circadien endogene. Dans les conditions LD, ce systéme

circadien subit une remise a I'heure chaque jour par les variations

journaliere de la lumiere, afin de synchroniser l|'activité locomotrice avec le milieu

environnant.

Figure 35: Représentation de I'activité
locomotrice sous forme d'actogramme
d'une souris placée en LD puis en DD
(fleche). La souris placée en DD exprime
une activité locomotrice avec un rythme
circadien endogéne ayant une période
inférieure a 24h.( d’apres Dardente H, et

al., 2004)

Time (Days)

Et chez 'Homme ? C'est également au XXeme siecle que les travaux de J.Aschoff sur des
mesures de la température corporelle et des mesures urinaires, ont démontré la présence
de rythmes journaliers chez I'Homme (125). Et ceci, méme en condition constante
environnementale, 'Homme continue de présenter un fonctionnement rythmique avec une

période d'environ 25,9 h.

Ainsi, depuis plusieurs siecles, les différents travaux ont permis la mise en évidence
d'horloges circadiennes dans la grande majorité du monde animal, végétal ainsi que chez des

étres unicellulaires tel que la levure ou la bactérie.
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Terminologie

Le terme circadien a été introduit lors de I'année 1957 par Franz Halberg. Il provient de deux
termes latins : "circa" autour et "dies" jours (126). Il définit la présence d'un rythme
biologique proche de 24h généré de maniére endogéne comme la variation de la
température corporelle ou encore la sécrétion de différentes hormones (cortisol,
mélatonine...). La propriété endogéne du rythme circadien implique que ce dernier soit
maintenu méme lorsque les paramétres environnementaux restent inchangés. Le
déroulement temporel lié au rythme de [I'horloge circadienne endogene en temps
astronomique est décompté en CT pour "Circadian time" appelé donneur de temps
(exemple: CTO étant défini comme le début du jour subjectif). Il existe plusieurs types de

rythmes en fonction de leurs périodes (Tableau 6).

Rythme Temporalité Exemple

. . Rythme dont la période est Rythmes hormonaux
Circadien - . , .
d'environ 24h (cortisol, mélatonine)
Fréquence supérieure au rythme Pulsatilité des neurones a
circadien GnRH

Fréquence inférieure au rythme

. . Menstruation/gestation
circadien /8

Reproduction chez les

Circannuel Cycle a I'échelle d'une année . . N
especes saisonnieres

Tableau 6: Les différents rythmes biologiques en fonction de la durée de leur période.

Propriété d'une horloge circadienne

Les rythmes biologiques circadiens sont sous le controle d'horloges circadiennes dont la
propriété fonctionnelle est de générer des oscillations mécanistiques de maniere auto-
entretenue et selon une périodicité d'environ 24h (127). Ces horloges peuvent étre

entrainées par des facteurs externes permettant de les remettre a I'heure. Cette action est
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nécessaire pour que les horloges endogenes soient constamment synchronisées avec les
changements environnementaux. Ces facteurs externes sont appelés donneurs de temps ou
Zeitgeber (128), on pourra citer la lumiére qui est le plus important, ainsi que la
température, la prise alimentaire, et méme l'interaction sociale. Ainsi les horloges possedent
des voies d'entrées pour l'intégration de messages externes facilitant leur synchronisation au
avec les variations environnementales. Le réle des horloges est d'envoyer des messages

temporels a I'organisme par l'intermédiaire de voies de sorties (127)(Figure 36).

Dans le domaine scientifique, on parle également d'oscillateur périphérique. Pour
différencier une horloge d'un oscillateur, il faut regarder les propriétés citées
précédemment. Si la structure présente les 3 parametres en méme temps: auto-entretenue,
voie d'entrée, voie de sortie, c'est une horloge. Dans le cas contraire c'est un oscillateur.

Cette définition est soumise a plusieurs débats dans la communauté scientifique.

Entrée ‘ —) | — Sortie

Lumiére e — Température

Sécrétion hormonale

Température B Activité locomotrice

Prise alimentaire

Figure 36: Modele d'une horloge biologique. Une horloge exprime des oscillations
circadiennes, qui sont synchronisées par des voies d'entrées, et qui transmettent un message
temporel par des voies de sorties. Les sorties peuvent agir sur elles-mémes, ou sur I'horloge.
L'intégration des messages entrants peuvent étre modulés par I'horloge. (chassard, non

publié)
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Ces horloges circadiennes donnent aux individus un avantage adaptatif. Elles donnent acces
a une lecture du temps, qui régulent différentes fonctions biologiques. Ceci dans |'objectif
qgue l'individu se synchronise avec son environnement. La perturbation de ces horloges
entraine le plus souvent des pathologies plus ou moins graves. Dans le cas de l|'espece
humaine, le dysfonctionnement biologique de ces horloges entraine un éventail de
pathologies (troubles du sommeil, anxiété, diabete, cancer, et ce qui nous intéresse ici des

problémes de fertilités)(129).

Ainsi, la plupart des organismes possedent un systeme endogene permettant de "lire le
temps". lls présentent un systéme circadien fonctionnant sur environ 24h. Ce dernier

apporte une valeur adaptative a l'individu en favorisant sa synchronisation a son

environnement.
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Fonctionnement du systeme circadien

Le systéme circadien repose principalement sur un mécanisme génétique complexe
endogene faisant intervenir des protéines dites "horloges" issues de Ia

transcription/traduction de génes "horloges".

Le mécanisme moléculaire a la base du systéme circadien :
I'horloge moléculaire

Le modele actuel expliquant le fonctionnement d'une horloge circadienne fait intervenir des
boucles d'autorégulations transcriptionnelles sur 24h. Des éléments de cette boucle régulent
de maniere rythmique I'expression de génes appelés génes contrblés par I'horloge, ou génes
de sortie de I'horloge (CCG: clock controlled genes) (130). Ces derniers constituent la voie de

sortie de I'horloge circadienne.

Boucle positive : Bmall et Clock

CLOCK (Circadian locomotor output kaput) et BMAL1 (Brand and muscle aryl hycrocarbon
receptor nuclear translocator (ARNT)-like) sont deux facteurs de transcriptions
s'hétérodimérisant via leur domaine PAS: Period-ARnt-Sim. lls activent la transcription des
génes period (Per) et cryptochrome (Cry) en se liant a I'ADN via leur domaine bHLH-PAS:
(basic-Helix-Loop-Helix) au niveau d'une séquence appelée E-Box (5'-CACGTG-3') (131,132).
Cette séquence n'est autre qu'un site régulateur de la transcription génique. CLOCK et
BMAL1 vont également stimuler I'expression de genes de sortie de I'horloge qui

comprennent la séquence E-Box.
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Boucle négative : Per et Cry

Les protéines PER et CRY présentes dans le cytoplasme s'hétérodimérisent via leur domaine

PAS, et migrent dans le noyau pour inhiber I'activité transcriptionnelle du dimere

CLOCK/BMAL1 (133,134). Cela aura pour conséquence une inhibition progressive de leur

propre transcription. Par conséquent, une concentration élevée du dimere PER/CRY

entrainera une inhibition du complexe BMAL1/CLOCK, tandis qu'une concentration faible du

dimere permettra a la boucle positive de reprendre sa fonction transcriptionnelle (Figure 37

et 38). Des processus de phosphorylations de PER par des caséines kinases régulent I'entrée

dans le noyau du dimére PER/CRY.

(b)  scw
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Figure 37: Expression des génes et protéines horloges PER et BMAL1 dans les noyaux

suprachiasmatiques au cours du temps. (135)
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Figure 38: modéle de régulation transcriptionnelle/ traductionnelle des génes horloges.
(chassard non publié). Les facteurs de transcriptions CLOCK/BMAL1 vont stimuler la
transcription des genes Per et Cry. Les protéines PER et CRY vont se lier et inhiber l'activité

transcriptionnelle de BMAL1/CLOCK.

Boucles secondaires

En plus de ces deux boucles principales de rétrocontrole transcriptionnel se rajoutent des
boucles dites secondaires. Ces dernieres ont pour role la régulation transcriptionnelle des
geénes de la boucle principale. Ainsi, le gene Rev-erba (reverse viral erythroblastis oncogene
product) dont la transcription est stimulée par le dimére CLOCK/BMAL1 va exercer une
inhibition transcriptionnelle de Bmall (136,137). Au contraire, le géne Rora (retinoic acid
related orphan receptor), exprimé de maniére cyclique, stimule la transcription de

Bmal1(138).

Des régulations post-traductionnelles des protéines horloges de la boucle principale existent
comme la phosphorylation, la SUMOyulation ou encore l'ubiquitination. Ces régulations
jouent un réle dans le trafic cellulaire, la dégradation et la fonctionnalité protéique des
protéines horloges (129). Elles sont indispensables pour la régulation moléculaire

circadienne de ces boucles.
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Régulation des boucles

Le fonctionnement des boucles transcriptionnelles du systéme circadien peut-étre régulé par
des voies d'entrées. Cette fonction permet d'ajuster la période endogene de I'horloge

endogene a celle de 24h de I'environnement.

La synchronisation a lieu essentiellement au niveau de Perl et Per2. Ainsi, un créneau de
lumiere appliqué durant la période d'obscurité augmente I'expression de Perl dans un délai
inférieur a 2h, puis celle de Per2 dans un délai un peu plus long (139,140). Cette induction
d'expression génique qui est due a une phosphorylation du facteur de transcription CREB
(Cre Binding Protein) et qui agit sur les séquences CRE (cCAMP response element) présentes

au niveau des promoteurs des génes Per (141-143)(que nous développerons par la suite).

Une deuxiéme voie d'entrée peut-étre intégré par les génes Rev-erb et Ror. L'expression de
Rev-erb est sous l'influence des glucocorticoides. L'interaction des facteurs Rev-erb et Ror
avec leur ligand implique des remodelages de la chromatine permettant ainsi une régulation

de I'expression génique des protéines horloges.

Sortie de la boucle

Le but de ces boucles transcriptionnelles est de donner une valeur temporelle a toutes les
cellules. Cette transmission se fait par l'intermédiaire du contrdle transcriptionnel de génes
dit de sortie de I'horloge. Ces génes présentent la particularité de posséder une séquence E-
Box dans leur région promotrice. L'arginine vasopressine (AVP) ou hormone anti-diurétique
est un bon exemple de géne de sortie de I'horloge (144). C'est une hormone connue pour
interagir avec le systeme de régulation hydrique, permettant la recapture d'eau via les
aquaporines. Mais elle est aussi considérée comme un neuropeptide libéré de maniere
circadienne par I'horloge interne pour moduler le taux de décharge de neurones vaoisins,

ainsi que ceux d'autres régions hypothalamiques et extra-hypothalamiques.
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On pourra également citer le gene DBP (D element binding protein), qui est la cible directe
de I'horloge, capable de transmettre une rythmicité a d'autres génes (145). En effet, la

protéine DBP est un facteur de transcription se fixant sur des séquences D-Box.

Ainsi, le mécanisme moléculaire d'une horloge circadienne se constitue d'une boucle
transcriptionnelle a composante positive (BMAL1/CLOCK) et d'une autre a composante
négative (PER/CRY). La durée de ces deux boucles est d'environ 24h régulée par des
boucles secondaires. L'horloge moléculaire permet une transcription de génes de sortie de
I'horloge avec une cinétique circadienne, donnant des indications temporelles aux cellules

cibles.
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Organisation du systéme circadien multioscillamt

Chez les mammiferes, I'horloge moléculaire est présente dans de nombreuses cellules, tissus
et organes. Plusieurs oscillateurs constituent ainsi un systeme circadien multi-oscillant. Il
existe généralement des horloges principales (appelé masterclock). Chez les mammiféres,

I'horloge principale est située dans les noyaux suprachiasmatiques de I'hypothalamus (NSC).

Les noyaux suprachiasmatiques

Localisation

Les NSC sont localisés au niveau de la partie antérieure de I'hypothalamus de chaque c6té du
troisieme ventricule au-dessus du chiasma optique (Figure 39). Chaque noyau contient de 8
000 a 10 000 neurones dont la plupart sont Gabaergiques (146-148).

Figure 39: Coupe coronale de cerveau de souris. Les noyaux suprachiasmatiques (NSC) se

trouvent au dessus du chiasma optique (OC) (149)
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Structure

Les NSC sont constitués d'une partie ventrolatérale appelée coeur et une partie
dorsomédiale appelée coquille (146,148) (Figure 40). Cette derniere exprime I'AVP de
maniére circadienne tandis que les neurones de la partie ventrolatérale expriment
majoritairement le peptide intestinal vasoactif (VIP). Les NSC sécrétent également une
variété d'autres neuropeptides: somatostatin, cholecystokinine, substance P, galanine,

neurotensine, calretinine (146).

Chaque neurone pris individuellement suit un rythme circadien dans son activité électrique,
et ce méme apres plusieurs semaines de culture (150). Ceci montre que chaque neurone
contient la machinerie moléculaire indispensable pour la génération d'oscillations

circadiennes.

Efférences

NSC dorsomédian
Shell

' NSC

|
\ ventrolatéral
Care

A Neurones a AVP @ Neuronesa VIP @ Neurones & GRP

Figure 40: Représentation anatomo-chimique des noyaux suprachiasmatiques (NSC). 3V =
3éme ventricule. La partie ventrolatérale est appelée cceur. Elle recoit les afférences et
exprime le VIP et le GRP (Gastrin releasing peptide), elle envoie également des efférences
VIPergiques tandis que la partie dorsomédiane appelée coquille, exprime I'AVP et envoie des

efférences. (151)
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Fonctionnement circadien endogéne de I'horloge principale :
les découvertes historiques

C'est en 1972, que furent dévoilés les premiers indices sur la localisation de I'horloge
principale. Des expériences lésionnelles furent a I'origine des premieres pistes (152,153),
mais ce furent des isolements in vitro, puis des transplantations qui conclurent de la

localisation de I'horloge (154).

En 1982, I'activité électrique des NSC fut enregistrée in vitro et permit de mettre en évidence
des patterns circadiens de décharge (155,156). Cela mis en lumiere que la majorité des
cellules présentes au niveau des NSC possedent des oscillateurs autonomes mais également
couplés. En effet, la culture de ces cellules de maniere dissociée présente des périodes de
leurs rythmes de décharge plus dispersées comparativement a la culture de |'explant
(157,158). Ce couplage se fait principalement par des jonctions communicantes. Les
principaux acteurs du couplage sont des neuropeptides : VIP, AVP, GRP, et le

neurotransmetteur GABA (159).

En 1999, des études proposerent |'existence d'une fonctionnalité différentielle des NSC en
fonction de la sous-région (160). La coquille exprimerait une horloge robuste dont le role est
de battre la mesure pour tout I'organisme. Tandis que le cceur serait le lieu d'une horloge
sensible aux informations synchronisantes, et qui transmettrait par la suite ces derniéres a la

coquille .

Entrainement par la lumiére

L'entrailnement du systéme circadien par la lumiére nécessite un systeme de détection. Ce
systeme se décompose en un systeme dit visuel constitué de photorécepteurs (type cones et
batonnets) ainsi que d'un systéme non-visuel impliquant des cellules ganglionnaires a
mélanopsines. Ces derniéres vont envoyer des projections en direction du coeur des NSC. La
transmission de l'information photonique se fait directement par le tractus rétino-
hypothalamique, par l'intermédiaire du glutamate et du PACAP (pituitary adenylate cyclase

activating peptide). La voie de transduction fait intervenir des mobilisations calciques et
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I'activation de kinases (CaMK; calcium/calmodulin-protein kinase). Les kinases vont alors
avoir un réle de phosphorylation de facteur de transcription CREB permettant I'expression
de génes possédant une séquence CRE dont des genes horloges (PER) (Figure 41).
L'expression des genes Per est inductible par la lumiére. lls seront donc acteurs des
décalages de phases observés en réponse aux diverses stimulations lumineuses et qui

permettent la synchronisation de I'horloge principale avec le cycle lumiére/obscurité. (161)

Ganglion  Bipalar Rods,
cells calls cones

SCN neuron

NMDA
rampmk

Al e Ell S = i

TRENDS i Newrosciences
Figure 41: Intégration de la lumiére par la rétine et son intégration au niveau des noyaux
suprachiasmatiques. La lumiere est captée par des cellules ganglionnaires a mélanopsines.
Ces derniéres vont stimuler via une libération de glutamate et de VIP la transcription du géne

PER. (135)

Il existe également une autre voie, dite indirecte, qui fait intervenir les feuillets

intergéniculés latéraux communiquant vers les NSC via le tractus géniculo-hypothalamique
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(162). La lumiere entrainera également le déclenchement d'une libération de grains de
sécrétions contenant du GABA se colocalisant avec du VIP ou du GRP. Le VIP pourra alors se
lier au niveau post-synaptique via des récepteurs VPAC2 présents sur les neurones de la
coquille. Cela aura pour conséquence une dépolarisation membranaire entrainant une
augmentation de cAMP, permettant, in fine, I'induction de la transcription de Per/Cry. Ceci
aura pour conséquence une synchronisation interne globale des NSC au cycle jour/nuit

(Figure 42). (163)

Postsynaptic
darsal neuron

Gap junction

l:»'!ﬂl

Presynaptic Synaptic vesicle
ventral neuron Entrainment  neuwrotransmitter
via RHT

Figure 42: Modéle de synchronisation interne des noyaux suprachiasmatiques.
L'entrainement de la partie ventrale des noyaux suprachiasmatiques par la lumiére, va
permettre la libération de VIP, GABA, et GRP. Ces neuropeptides vont agir au niveau de la
partie dorsale, synchronisant la partie cceur a la partie coquille. De plus, I'activation des
récepteurs de ces neuropeptides entraine une mobilisation de cAMP, qui pourra circuler
d'une cellule a l'autre par des jonctions GAP, facilitant ainsi la synchronisation intra-

régionale. (163)
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Les efférences des noyaux suprachiasmatiques

Apres la transmission du message synchronisant photonique du cceur vers la coquille, les

NSC synchronisent les différentes fonctions biologiques avec I'environnement et entre elles,

en interagissant avec diverses structures cérébrales, tissus et organes de |'organisme par

I'intermédiaire de neuropeptides ou d'hormones. Ceci se faisant principalement via la

coquille.

Trois régions principales hypothalamiques ont été identifiées comme les cibles majeures des

NSC (164,165):

Neurones du systeme autonome : localisés au niveau du PVN (noyaux
hypothalamiques paraventriculaire), connectant ['hypothalamus au systeme
sympathique et parasympathique. Les NSC permettent ainsi de piloter des tissus
périphériques et la fonctionnalité des organes. Elle agit également sur la glande
pinéale, site de production de la mélatonine, qui est impliquée dans la fonction de
reproduction saisonniére.

Neurones endocrines : contenant les neurones a GnRH, CRH (corticolibérine), TRH
(thyréolibérine), contrélant ainsi des fonctions neuroendocrines comme le cycle
estrien.

Neurones intermédiaires : localisés au niveau du DMH (hypothalamus dorsomédian),
SPV (noyaux hypothalamiques sub-paraventriculaires) qui intégrent les informations
circadiennes, les traitant et les diffusant a des neurones endocrines ou du systéme

autonome.

Ces efférences (Figure 43) sont essentielles pour transmettre les informations temporelles et

synchroniser la plupart des fonctions biologiques, comme le cycle estrien, les rythmes de

cortisol, de température, I'activité locomotrice... (166,167)
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Figure 43: Principales efférences des noyaux suprachiasmatiques: aire préoptique médian
(MPO), noyaux hypothalamiques paraventriculaire (PVN), noyaux hypothalamiques sub-
paraventriculaires (SPV), hypothalamus dorsomédian (DMH), noyaux thalamiques
paraventriculaires (PVT), feuillets intergéniculés (IGL), noyaux du lit de la strie terminale

(BNST)

Distribution de la rythmicité

La transmission de la rythmicité se fait essentiellement par l'intermédiaire de I'AVP (165).
Son gene possede des séquences E-Box permettant la fixation des facteurs de transcription
CLOCK/BMALL1. Ainsi son expression est sous la dépendance d'une horloge moléculaire. Son
expression est circadienne (Figure 44). De ce fait, la libération de I'AVP est régulée par la
rythmicité de I'horloge principale. Ceci permet la transmission du message temporel a

d'autres structures selon une rythmicité circadienne. (168).
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Figure 44: Distribution des rythmes via les génes de sorties de I'horloge : le cas de la
vasopressine. (168). Les facteurs de transcriptions CLOCK/BMAL1 stimule I'expression des
genes Per et Cry, et du géne de sortie de I'horloge I'arginine vasopressine (AVP). Les protéines
PER/CRY vont inhiber l'activité transcriptionnelle de BMAL1/CLOCK. Cela engendre une
diminution de I'expression de Per/Cry et de I'Arginine vasopressine. Chez une souris mutante

CLOCK/CLOCK, il n'y a plus de rythme d'expression de la vasopressine.
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Au total, les NSC se présentent comme une structure complexe subdivisée en plusieurs
populations neuronales. Une partie dite cceur exprimant majoritairement le VIP recevant
la plupart des afférences et jouant le réle de senseur des facteurs environnementaux. Une
partie dite coquille synchronisée avec I'environnement par l'intermédiaire du cceur, qui est
le lieu des efférences principales de nature AVPergiques jouant un réle important comme

donneur de temps aux autres structures.

0 12 24h 0 12 24h 0 12 24h
;\_f\
T
24h 0 12 24h

Figure 45: Synchronisation des fonctions biologiques sur 24h par les noyaux
suprachiasmatiques. Les différentes fonctions biologiques sont synchronisées pour étre en
phase: le niveau de vigilance, et la mémoire de travail seront plus importantes lorsque

I'animal est actif. (Figure d'Etienne Challet)

Les NSC, siege de I'horloge principales, permettent la synchronisation des différentes

fonctions biologiques sur 24h (Figure 45), en accord avec son environnement par
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l'intermédiaire de neurones du systéme autonome, de neurones endocrines, ou encore de

neurones intermédiaires.

Oscillateurs périphériques

Le systéme circadien ne se résume pas uniqguement a la présence d'une horloge interne. Il
est beaucoup plus complexe que cela. En effet, depuis plusieurs années, de nombreuses
études ont permis de mettre en évidence I'existence d'un systeme multi-oscillant circadien

pour le contréle des différentes fonctions biologiques sur 24h.

Le concept de systéme multi-oscillant

En 1960, Pittendrigh développe le concept du systeme multi-oscillant (169). Il propose
I'existence de multiples oscillateurs qui seraient sous l'influence d'une horloge principale
pacemaker. Si l'on se penche sur le systeme nerveux central, on se rend compte de
I'existence de plusieurs horloges comme la rétine ou encore les bulbes olfactifs (170). En fait,
on va pouvoir retrouver dans la pluparts des tissus ou organes la présence d'horloges, ou du
moins d'oscillateurs, ayant pour role la régulation de leurs rythmes intrinseques (Figure 46).
Ces rythmes sont le plus souvent nécessaires pour une sensibilité circadienne aux Zeitgebers
(171). Par exemple, on peut voir que I'horloge du foie contréle le métabolisme glucidique de
maniére circadienne (172). Par ailleurs, elle est entrainée directement par la prise
alimentaire (considérée comme un Zeitgeber) (Figure 46). Un grand nombre d'horloges
secondaires comme le foie ou encore les poumons ont la capacité de fonctionner en
autonomie, en absence compléte des NSC, avec leur propre période, leur propre phase. Elles
sont synchronisables par des afférences et elles controlent des fonctions biologiques. Ces
horloges secondaires ont une autonomie moins importante que celles des NSC et sont sous
la dépendance de I'horloge principale (173). Ce systeme multi-oscillant sur le plan

fonctionnel peut étre mis en analogie avec un orchestre symphonique.
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Figure 46: Présence d'horloges circadiennes dans différents organes et types cellulaires.

Représentation d'oscillations circadiennes de différents organes et types cellulaires. (174)
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Concept du chef d'orchestre

La grande vadrouille

Prenons I'exemple d'un concert d'orchestre philarmonique. Au début de la prestation, les
musiciens accordent chacun leurs instruments (horloge périphérique). Si l'on écoute
attentivement les préparatifs, on pourra percevoir une belle mélodie jouée sur notre droite
par un trompettiste (poumon) a son propre rythme. En portant notre ouie sur la gauche, on
entendra également des percussions (coeur) avec une bonne rythmicité. Cependant, I'écoute
de tous ces musiciens en méme temps fait survenir une cacophonie déroutante pour nos

oreilles.

C'est a ce moment que le chef d'orchestre (NSC) entre en scéne, se met en place sur son
pupitre, et commence a guider tous les musiciens. Il va alors donner le tempo, le rythme aux
multiples musiciens présents dans I'assemblée via sa gestuelle (transmission
neuropeptidergique, ou hormonale), permettant de synchroniser les individus (horloge

périphérique) de I'orchestre (l'organisme) a la partition jouée (Figure 47).

(A) Normal Central/Peripheral Rhythms Figure 47: Synchronisation des différentes horloges
mm‘:mﬁﬂ?gj‘wj secondaires par les noyaux suprachiasmatiques.
% L'horloge principale permet de mettre en phase toutes

les horloges secondaires. (175)
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Que se passe t-il quand on enléve le chef d'orchestre ?

La grande vadrouille

Lorsque le chef d'orchestre (NSC) quitte la scene (Figure 48). Les musiciens
(oscillateurs/horloges périphériques) perdent petit a petit leur synchronisation, rejouant a

leurs propres rythmes. Ceci engendre a nouveau l'apparition d'une cacophonie.

Desynchrony between central and Figure 48: Désynchronisation des horloges
peripheral rhythms
A Ceniteal Circodion Clock périphériques en absence de noyaux
% Suprochiosmaticnucleus (SEN)

suprachiasmatiques fonctionnels. L'absence
de I'horloge principale entraine un déphasage

des différentes horloges secondaires. (175)

Pusiphurtl Coenion Clods.

Le systeme circadien comprend donc des oscillateurs ou horloges périphériques ayant leurs
propres rythmes. Ils sont synchronisés par les NSC, permettant une harmonie des
différentes fonctions biologiques entre elles sur 24h. Qu'en est-il de Il'implication du

systéme circadien dans la fonction de reproduction ?
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Le role du systéme circadien dans Ia fonction de reproduction chez
la femelle

L'ovulation est la phase clé de la reproduction chez la femelle; elle est déclenchée par un pic
de LH ayant une composante circadienne. Comment peut-on expliquer une telle régulation

temporelle ? Par le systeme circadien !

Les noyaux suprachiasmatiques

Plusieurs études montrent |'effet délétere d'un dysfonctionnement des NSC ou de leur
ablation sur la fonction de reproduction, et particulierement sur la temporalité du pic pré-
ovulatoire de LH. En effet, les premieres études lésionnelles des NSC entrainent une
abolition du pic de LH et I'altération du cycle estrien (176,177). La mutation des genes Clock
et Bmall provoque le méme phénotype, a savoir une dérégulation du cycle estrien(178). Par
exemple, les souris mutantes CLOCK-/- ont des cycles estrien rallongés et irréguliers. Les
souris Cry-/- présentent également des cycles estriens dérégulés (Figure 49). Ces expériences
montrent le réle primordial des NSC dans la régulation du cycle estrien. Cependant la
mutation totale des génes horloges impacte également les oscillateurs périphériques qui
participeraient aux régulations de la fonction de reproduction. Il est intéressant de constater
gue le phénotype de jeunes souris mutantes pour un gene horloge est identique a des souris
sauvage (WT) agées de plus de 10 mois, a savoir une augmentation de la durée des cycles, et
une diminution de la fréquence des cycles estriens (179). On sait actuellement que les souris
agées présentent des dysfonctionnements de leur systeme circadien. Ces observations
permettent ainsi de définir le role important des génes horloges, et donc de I'action de

I'horloge principale et peut-étre des horloges secondaires dans la fonction de reproduction.
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Figure 49: Cycle estrien chez des souris sauvages (WT) et mutées Cry -/-. Les souris WT
présentent un cycle normal, alors que les souris Cry -/- présentent des cycles irréguliers. (Bur,

non publié)

Le pic pré-ovulatoire de LH est initié par un signal temporel venant des NSC dans une fenétre
temporelle proche du début de [I'activité locomotrice du mammifére. Cependant
I'intégration de ce signal permettant une stimulation des neurones a GnRH et induisant le pic
de LH se fait uniquement lorsque les taux d'E2 circulants atteignent un seuil critique, c'est a
dire le jour du proestrus. Si I'on utilise un modele de souris OVX avec implant d'E2 (mimant
ainsi le proestrus), la concentration circulante d'E2 entrainera tous les jours en fin d'apres-

midi, I'apparition d'un pic de LH (13) (Figure 50).

—
o
]

Hedere

Serum LH (ng/ml)

AN PMIAM PM [AM PM)AM PM[AM PR ]AM PM
4 3 10

Days post OVX+E

Figure 50: Profil plasmatique de LH chez des souris OVX+E2. Dosage de la LH le matin (AM)

et I'aprés-midi (PM). Chez ces souris, un pic de LH apparait tous les jours durant l'aprés-midi.

(13)
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Des études neuroanatomiques ont permis de mettre en lumiere deux sorties des NSC
impliquées dans le pilotage temporel de I'axe de reproduction, AVP et le VIP. Les premiéres
études ont identifié la présence de contact VIPergique des NSC sur les neurones a GnRH
(180,181). Ces derniers exprimant le récepteur aux VIP (VPAC2). Mais de récentes études
démontrent également des appositions AVPergiques sur les neurones a Kp de I'AVPV
exprimant le récepteur Vl1a (182). En effet, des travaux utilisant des traceurs rétrogrades
révelent un grand nombre d'appositions AVPergiques sur les neurones a Kp, mais tres peu,

voire aucune, terminaison VIPergique (Figure 51).

Figure 51: Appositions AVPergiques des NSC sur les neurones a Kp de I'AVPV. A, B, C:
visualisation des appositions AVPergiques (rouge) sur les neurones a Kp (vert). D: photo des

neurones a Kp. E: Photo des récepteurs a I'AVP (V1a). C: photo de la fusion de D et E. (182)

Singulierement, la libération de I'AVP se situe dans la méme fenétre temporelle que la
survenue du pic de LH. Les terminaisons AVPergiques sont sensibles aux E2 dont le nombre
d'appositions augmente lorsque les concentrations d'E2 sont élevées (182). On pourra
ajouter que l'expression de I'ARNm V1a est abolie chez des souris OVX (183). Par ailleurs,
I'intégration AVPergique des neurones a Kp est E2 dépendante : I'AVP n'active pas les
neurones a Kp chez des souris OVX, mais I'effet est restauré quand elles sont supplémentées

en E2 (184).
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Des études physiologiques pointent du doigt le réle primordial de I'AVP dans la temporalité
du pic pré-ovulatoire GnRH/LH. L'administration d'un antagoniste Vl1a entraine une
réduction du pic de LH (185), alors qu'une injection intracérébroventriculaire d'AVP chez des
rats NSC lésé - OVX + E2 restaure la survenue du pic pré-ovulatoire de LH (186). De plus; la
co-culture d'explants de POA et de NSC montre que le rythme d'AVP coincide avec le pic de
GnRH (187). L'exposition de ces explants de POA a I'AVP et non au VIP augmente la

libération de GnRH.

Malgré cela, il ne faut pas exclure le réle potentiel du VIP dans la survenue du pic de LH. Les
afférences VIPergiques des neurones a GnRH sont sexuellement dimorphiques (élevées chez
les femelles) (181). L'administration d'un anti-sérum de VIP réduit le pic de LH (188), tandis
gu'une infusion centrale de VIP est capable de restaurer le pic de LH chez des rats agés (189).
Finalement, le blocage des récepteurs VPAC2 atténue l'activité des neurones a GnRH chez

des souris OVX+E2 (190).

Les NSC joueraient un réle primordial dans le maintien de la fonction de reproduction. La
survenue du pic de LH serait particulierement sensible au message temporel AVPergique,

et également VIPergique mais dans une moindre mesure.

Les neurones a GhRH

Les premiéres études concernant l'implication du systeme circadien dans la fonction de
reproduction se sont focalisées sur les neurones a GnRH. Il a été démontré la présence de
tous les genes horloges, exprimés de maniere circadienne dans les neurones a GnRH et la

lignée GT1-7 (191,192).
L'implication du systéme circadien dans les neurones a GnRH se refléte sur plusieurs aspects:

- Pulsatilité : la mutation fonctionnelle d'un gene horloge, par exemple Clock,
engendre une diminution de la pulsatilité des neurones a GnRH, tandis qu'une
surexpression du gene Cryl augmente l'amplitude des pulses. Ceci montrant un

couplage entre géne horloge et capacité sécrétoire (191).
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- Sensibilité circadienne au VIP : La capacité de VIP d'activer les neurones a GnRH est
dépendante de la journée, ainsi que de |'environnement oestrogénique (193).

- Sensibilité circadienne au Kp : L'expression du récepteur GPR54 est régulée de
maniére circadienne dans les neurones a GnRH (Figure 52). De plus ces derniers
présentent une sensibilité différente aux Kp selon le moment de la journée (192).
Ceci explique que l'infusion centrale de Kp est incapable d'avancer le pic pré-
ovulatoire de LH le matin, que ce soit chez des souris intactes cyclant naturellement
ou OVX+E2. La mutation d'un gene horloge réduit |'effet stimulant des Kp sur la

libération de GnRH.
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Figure 52: Profil circadien de I'expression de 'ARNm de GPR54 et de la libération de GnRH.
(A): expression de 'ARNm GPR54 au cours du temps dans les neurones a GnRH. (B): Sécrétion

de GnRH en présence de Kp-10 avec de I'E2 ou de I'éthanol (EtOH).

Les neurones G GnRH expriment un horloge secondaire jouant un réle primordial dans la
pulsatilité, dans l'intégration "temps-dépendant" du VIP et de Kp. De ce fait, cette horloge
secondaire jouerait un réle dans la régulation temporelle du pic pré-ovulatoire de LH via sa

sensibilité circadienne au message provenant des NSC et de I'AVPV.
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L'adénohypophyse

La pituitaire présente de robustes oscillations circadiennes des génes horloges PER1 ou PER2
avec une période avoisinant 23,8 h chez des souris PER::LUCIFERASE (souris ayant
I'expression d'une protéine de fusion PER-Luciférase) (194,195). Tous les génes horloges sont
exprimés avec un rythme journalier dans I'ensemble de la pituitaire mais avec des profils
différents selon le stade du cycle estrien (196,197). L'identification des génes horloges a été
faite sur une lignée de cellules gonadotropes appelée alphaT3-1 (198). L'activation de ces
cellules par le GnRH induit une augmentation de I'expression de PER1 (199). Le récepteur au
GnRH présente des séquences E-BOX et qu'un knockdown de Bmall dans les cellules
gonadotropes induit une diminution de I'expression du récepteur au GnRH (198). Néanmoins
I'oscillateur périphérique présent dans cette structure n'interférait pas dans le timing du pic
pré-ovulatoire de LH. Des souris BMAL1 KO des cellules gonadotropes présentent toujours le
pic pré-ovulatoire de LH, mais la durée des cycles estriens est significativement plus longue

(197).

L'horloge secondaire présent au niveau des cellules gonadotropes, jouerait plutét un réle

dans la robustesse des cycles estriens que dans la survenue du pic de LH.

Les ovaires

La présence d'horloges secondaires dans les ovaires a été identifiée dans plusieurs especes
mammaliennes, et ceci in vivo ou in vitro (200-203). Chaque type cellulaire composant
I'ovaire (cellules de la théque, de la granulosa, ainsi que I'ovocyte) présente des oscillations
circadiennes de génes horloges. Mais le rythme du géne horloge est uniqguement observable
dans les follicules matures et les cellules lutéales, définissant ainsi I'apparition d'un rythme
circadien dépendant du développement folliculaire. Ce rythme serait potentiellement induit
par la FSH (204). Cette hormone pourrait jouer le role de synchroniseur de l'activité

circadienne des cellules folliculaires.
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La LH interviendrait en stimulant I'expression de différents genes horloges. Les oscillations
de PER dans des ovaires isolés sont décalées par la FSH et la LH, montrant que I'horloge de
l'ovaire est régulée, entrainée par les signaux hormonaux provenant des cellules

gonadotropes (202).

Les ovaires présenteraient également une sensibilité circadienne a la LH. En effet, la réponse
a la LH serait plus importante la nuit comparativement a la journée, ceci concordant avec
I'idée que |'ovaire se conditionnerait pour une réceptivité plus importante au moment du pic

pré-ovulatoire de LH (205).

L'expression de différents génes de |'ovaire codant par exemple le récepteur a la LH, et des
enzymes impliquées dans la biosynthése d'hormones sexuelles montrent un rythme
circadien dans les cellules de la granulosa. Ces rythmes sont abolis chez des souris o Bmall

n'est plus exprimé (204).

L'oscillateur périphérique présent dans les ovaires jouerait un réle dans le timing de

l'ovulation, la synthése des hormones stéroidiennes.

Utérus et oviductes

L'utérus et les oviductes expriment tous les deux les genes horloges avec des rythmes
journaliers (206,207). L'utilisation de souris PER2::LUCIFERASES a permis de montrer que les
oscillations du géne horloge Per2 dans l'utérus sont dépendantes de I'environnement
oestrogénique. En effet, la période des oscillations est raccourcie lorsque I'explant d'utérus
est mis en présence d'E2 (208). Ceci suggere que les oscillations circadiennes de I'utérus sont
dépendantes du cycle estrien. La délétion de Bmall dans les cellules myométriales indique
un rble de l'oscillateur périphérique dans la survenue de la parturition (209). Plusieurs
études sont encore nécessaires pour déterminer le réle physiologique de l'oscillateur dans le
développement embryonnaire aussi bien dans le transfert de I'ovocyte de la trompe utérine

vers l'utérus, que dans l'implantation de I'ceuf dans ['utérus, ainsi que durant la gestation.

Les horloges secondaires de I'utérus et des oviductes joueraient un réle dans

l'implantation, dans le développement embryonnaire, ainsi que dans la parturition.
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La fonction de reproduction : un systéme multi-oscillamt

Nous avons ainsi pu voir que Il'axe reproducteur est doté d'une multitude d'horloges
périphériques présents a tous les niveaux de I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique :
neurones a GnRH, pituitaire, ovaire, utérus, oviducte et que son activité dépend de
I'horloge principale, des NSC (Figure 53). Ce systéme multi-oscillant serait a l'origine de la
sensibilité circadienne aux messages des éléments de cet axe et permettrait d'expliquer la
temporalité de la survenue du pic de LH. Cependant un maillon important que représentent
les neurones a Kp de I'AVPV reste en suspens, quant a son réle dans la temporalité du pic

pré-ovulatoire via le systeme circadien.
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Figure 53: La fonction de reproduction, un systeme multi-oscillant. Présence d'horloges

secondaires dans I'hypothalamus, la pituitaire, les ovaires, I'utérus et les oviductes. (203)
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Les neurones a Kisspeptines de IAVPY : partie intégrante du systéme
circadien multi-oscillant controlant /a temporalité du pic pré-
ovulatoire de IH 7
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Figure 54: Représentation schématique du contréle de la temporalité du pic de LH. Présence
de I'horloge principale (NSC: noyaux suprachiasmatiques), et d'horloges secondaires dans les
ovaires, l'aire préoptique (POA) contenant les neurones a GnRH, la pituitaire. L'hypothése
testée est la présence d'une horloge secondaire dans les neurones a Kp de l'aire antéro-
ventrale périventriculaire qui jouerait un réle dans la temporalité de la survenue du pic de LH.

(Chassard, non publié)

Le but de ce travail est de tester si les neurones a Kp de I'AVPV de part leur position
stratégique au sein de l'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique et de leurs connections
avec les NSC joueraient un role crucial dans la temporalité du pic pré-ovulatoire de LH
(Figure 54). Les premiéres pistes ont été révélées par les études portant sur l'activité
journaliere et circadienne des neurones a Kp de I'AVPV. En effet, I'activité journaliere de ces
neurones serait dépendante de I'environnement oestrogénique. Les E2 joueraient un role
sur la synthese de Kp. Dans un environnement oestrogénique fort, I'activation de c-fos et la

synthese journaliere de I'ARNm Kiss1 sont significativement augmentées 3 heures avant la
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survenue de la nuit. Au contraire, dans un environnement oestrogénique faible, comme en

diestrus ou chez des souris OVX, I'expression de I'ARNm Kiss1 est abolie ou amortie

significativement. L'activation journaliére des neurones a Kp serait controlée par les

afférences AVPergiques des NSC. En effet l'injection centrale d'AVP induit I'activation de c-

fos, ainsi que I'expression de Kiss1. Une étude récente enregistrant |'activité électrique des

neurones a Kp confirme que les neurones a Kp de I'AVPV sont sensibles a I'AVP avec

dépendance a I'environnement oestrogénique.

Ainsi, nous nous sommes posés les questions suivantes :

Question 1 : Les neurones a Kp de I'AVPV sont-ils effectivement la cible d'un
message temporel ? Autrement dit, ces neurones présentent-ils une expression
journaliere de I'ARNm Kissl et de son peptide, et ceci en fonction de

l'environnement oestrogénique ?

Approche: Etude de I'ARNm Kiss1 et du peptide a différents moments du jour et de la
nuit au cours du proestrus et du diestrus, avec l'aide de la technique d'hybridation in

situ et de I'immunohistochimie

Question 2 : Quelle est l'origine de ce message temporel ? Est-elle intrinséque aux
neurones a Kp ? Autrement dit, les neurones a Kp expriment-ils des protéines
horloges avec un rythme journalier ? Le cas échéant, ce rythme est-il sensible a I'E2
circulant ?

Approche: Etude de la présence de la protéine horloge PER1 au sein des neurones a
Kp de I'AVPV a différents moments du jour et de la nuit au cours du diestrus et du
proestrus.

Question 3: Les neurones a Kp possedent-ils une horloge circadienne endogéne ? Le

cas échéant, est-elle sensible a I'E2 ?

Approche: Etude d'oscillations circadiennes par la technique de bioluminescence a
partir d'explants d'AVPV provenant de souris PER2::LUCIFERASE en fonction de

I'environnement oestrogénique.
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L hybridation in situ

Principe de la technique

L’hybridation in situ est une technique basée sur le principe de complémentarité des bases
azotées. Elle permet de localiser des séquences connues d’ARNm monobrin exprimées dans
des tissus et des cellules. Le réactif principal est une sonde (oligonucléotide ou ribosonde)
dont la séquence est complémentaire (antisens) a celle de la séquence recherchée. Cette
sonde est marquée avec un traceur (radioactif ou non-radioactif) qui permet de localiser et
qguantifier I'expression du geéne d’intérét. Le schéma de principe de la technique

d’hybridation in situ de Kiss1 est présenté dans la figure 55 .

BCI
Chromogénes >p—Ai BCIP sop g
A
Phosphatase -—-—"’ .
alcaline = PA . i ’
Anticorps
anti-digoxigénine

Digoxigénine — gi?:’ ' 55?1?3
Sonde (ﬂ? (Iﬁ 1 mo

Cible ————» ] C C ... anan Coupe

Figure 55: Principe de I’hybridation in situ de I'ARNm Kissl non radioactif : la
ribosonde anti-sens Kiss1 de souris couplée a la digoxigénine s’hybride avec ’ARNm
Kiss1 endogéene. Un anticorps anti-digoxigénine couplé a la phosphate alcaline
permet la transformation du NBT + BCIP en un précipité Indigo et bleu de Formazan.

(cours Paul Klosen, Strasbourg)
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Imimunohistochimie

Principe de la technique

L'immunohistochimie est une technique qui utilise le principe de reconnaissance d’un
antigéne par un anticorps. Elle permet de localiser des antigenes (protéines par exemple)
dans des tissus, cellules, organites... La reconnaissance de |'antigene par I'anticorps est
visualisable grace a un traceur fixé directement ou indirectement sur |'anticorps. Le schéma
général du principe d’une réaction immunohistochimique indirecte est exposé sur la figure

56.

Perayydase Avidine
+«——  BHiotne Biotine
Complexe

Anticorps secondaire

—

— Anticorps primaire

Antigene

«——— Coupe cerveau

Figure 56: Principe d’une réaction immunohistochimique indirecte :
I'anticorps primaire dirigé contre I'antigéne est reconnu par [I’anticorps
secondaire. Ce dernier est couplé a un systéme de révélation enzymatique

(peroxydase) lieé au complexe Avidine-Biotine. (cours Guy Roussel, Strasbourg)
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La bioluminescence

Les souris PER2::LUCIFERASE

Il existe plusieurs lignées de souris transgéniques permettant I'étude des horloges
circadiennes via la bioluminescence. Ces lignées sont basées sur un transgéne exprimant un
géne rapporteur: la luciférase (Figure 57). L'étude par la bioluminescence confére un certain

nombre d'avantages:

Suivi des génes horloges

Suivi quasi continu

Suivi durable

Peu invasif

Dans notre étude nous avons utilisé des souris PER2::LUCIFERASES (173). Cette lignée

présente une protéine de fusion PER2 fusionnée a I'enzyme: la Luciférase.

—
Per2 Luciférase
PER2 LUCIFERASE
Luciférine Oxyluciférine + Photons

Figure 57: Principe de la bioluminescence avec les souris PER2::LUCIFERASE. La transcription
génere une protéine de fusion PER2::LUCIFERASE, I'enzyme catalyse la réaction d'oxydation
de la luciférine en oxyluciférine accompagnée d'une émission de photons. (Chassard, non

publié)
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Le tissu sélectionné d'une souris PER2::LUCIFERASE sera mis en culture en présence de
luciférine puis placé dans le Lumicycle (Figure 58) (appareil produit par Actimetrics). Cet
appareil est doté de photomultiplicateurs qui vont détecter les photons émis par le tissu lors
de I'expression de PER2-Luciférase. En effet, lors de I'expression de la protéine de fusion, la
luciférine permettra la catalyse de la réaction d'oxydation de la luciférine en oxyluciférine. Il
résultera de I'émission de photons (210). Ainsi lorsque PER2 est exprimée, on observera une
augmentation du signal provenant de I'enregistrement via le Lumicycle. Au contraire, une
diminution de I'expression de PER2, induira une diminution de la synthese de luciférase,

entrainant une diminution progressive du signal.

Figure 58: Le Lumicycle.

http://actimetrics.com

Les oscillations de l'activité de bioluminescence enregistrées donnent de nombreuses
informations sur la cinétique d'expression des génes horloges dans un tissu in vivo ou isolé

du reste de I'organisme (en culture) (Figure 59 et tableau 7):

- la période
- laphase

- I'amplitude
- l'acrophase

- la batyphase
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Figure 59: Caractéristiques d'une oscillation circadienne. (211)
Parameétre Définition
Période Temps nécessaire pour faire un cycle
Temps d'un événement/marqueur externe
Amplitude Différence entre un extréme du cycle et le mesor
Acrophase Position la plus haute de la variable biologique
Batyphase Position la plus basse de la variable biologique

Moyenne des mesures de la variable biologique

Tableau 7: Les parameétres mesurables pour les oscillations circadiennes des génes
horloges.
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Nous pourrons grace a la technique de bioluminescence comparer plusieurs groupes (action
d'un neuropeptide, d'une hormone) sur différents tissus. La comparaison portera sur les
différents parametres présents dans le tableau. Pour comprendre I'analyse de la phase, a
savoir déterminer la présence d'avance/retard de phase, la figure 60 illustre parfaitement ce

propos.

Figure 60: Représentation d'une avance et retard de phase. (1) représente une oscillation
circadienne, (2) représente une avance de phase par rapport a (1) et (3). (3) représente un
retard de phase par rapport a (1) et (2).

http://community.fortunecity.ws/marina/heron/468/CourantAlternatif/calternatif1.36.gif

Analyse via Lumicycle Analysis

L'analyse des différents parametres précédemment cités est réalisée a |'aide du logiciel
Lumicycle Analysis. La figure 61 illustre une capture d'écran du logiciel. On peut y observer
les oscillations liées aux données brutes, ainsi que les oscillations aprés soustraction d'une

lignhe de base.
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Figure 61: Capture d'écran du logiciel Lumicycle Analysis. Dans la fenétre du haut, on peut
définir la fenétre d'analyse des données brutes. Une fois sélectionné les données brutes sont
soustraites par une ligne de base donnant les résultats dans la fenétre du bas. Il est alors
possible de définir par différents algorithmes présent dans le logiciel, les paramétres que

nous voulons étudier: la période ou encore la période. http://actimetrics.com
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Resume

Les neurones a Kp de I'AVPV sont essentiels pour la survenue du pic de LH. Celle-ci est
conditionnée par les concentrations circulantes d'E2 et le moment du jour. Nous avons
étudié-si les neurones a Kp de I'AVPV étaient le lieu d'intégration de deux messages chez des
souris sauvages intactes : un message oestrogénique provenant de la périphérie, et un
message temporel. Nous voulions également savoir si ces neurones hébergeaient une
horloge secondaire impliquée dans la temporalité du pic de LH. Durant l'apres-midi, le jour
du proestrus, une baisse drastique de I'immunoréactivité de Kp apparait, et ceci deux heures
avant la survenue du pic de LH au moment ou I'expression de I'ARNm Kiss1 est élevée. Au
contraire durant le diestrus, I'immunoréactivité de Kp, I'expression de I'ARNm Kiss1 et les
concentrations circulantes de LH restent basses. Les neurones a Kp de I'AVPV expriment une
protéine horloge PER1 avec un rythme journalier présentant un retard de phase
comparativement au rythme de PER1 dans |'horloge principale c'est-a-dire les NSC. Le
rythme de PER1 dans les neurones a Kp de I'AVPV exhibe un retard de phase de 2.8 h en
diestrus comparativement au proestrus. Des explants d'AVPV exprimant les Kp provenant de
souris PER2::LUCIFERASE dévoilent des oscillations circadiennes soutenues avec une période
de 23.2h. Cette période est significativement plus courte que celle observée dans les
explants de NSC qui est de I'ordre de 24.5h. De plus, l'incubation des explants d'AVPV en
présence d'E2 (10nM et 1uM) rallonge la période d'une heure. Aucun effet des E2 sur les
explants NSC n'a été observé. En conclusion, cette étude indique que les neurones a Kp de
I'AVPV présentent un rythme journalier dépendant des E2, qui pourrait étre piloté par la
présence d'une horloge secondaire au sein de ces neurones, en plus du signal temporel

provenant des NSC.
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QRIGINAL RESEARCH

Evidence for a Putative Circadian Kiss-Clock in the
Hypothalamic AVPV in Female Mice

Dawvid Chassard,* lsabelle Bur,® Vincent-loseph Poirel, Jorge Mendoza,
and Valéne Simonneaux

nstmat des Meurosciences Cellulaires ot ntegeatives (Linite Propre-de Recherchie, Centre Mational de la
Recherche Scientifique, Unité 3212 Universite de Strasbourg, 67084 Sirasbourg, France

The kisspeptin (Kp) neurons in the anteroventral periventricular nucleus (AVPY] are essential for
the preovulatory LH surge, which is gated by circulating estradiol (E2) and the time of day. We
investigated whethar AVPV Kp neurons in intact femala mice may be the sita inwhich both EZ and
daily signals are integrated and whether these neurons may hosta circadian oscillator involved in
the timed LH surge. In the afternocon of proestrous day, Kp immunoreactivity displayed a marked
and transient decrease 2 hours before the LH surge. In contrast, Kp content was stable throughout
the day of diestrus, when LH levels are constantly low_ AVPV K p neurons expressed the clock protein
period 1 {PER1)with adaily rbwthmthat is phase delayed compared with the PER | rhythrm measured
inthe main clock of the suprachiasmatic nuclai (SCM). PER1 rhythm in the AVPW, but not in the SCN,
axhibited a significant phase delay of 2.8 hours in diestrus as compared with proestrus. ksolated
Kp-expressing AVPY explants from PERZ:LUCIFERASE mice displayed sustained circadian oscilla-
tions of bioluminescence with & circadian period (22.2 hj significantly shorter than that of SCN
explants {24 5 h). Furthermore, in AVPV explants incubated with E2 (10 nM to 1 uM), the circadian
pericdwas lengthenad by 1 hour, wheraas tha SCN clock remained unakftered. In conclusion, these
findings indicate that AVPY Kp neurons display an E2-dependent daily rhythm, which may possibly
be driven by an intrinsic circadian clock acting in combination with the SCN timing signal.

{Endoainology 156: 2999-3011, 2015)

n female mammals, central mechanisms regulating ovu-

lation are gated by both daily toming and estrogenic sig-
nals (1). Thus, in female rodents, the preovulatory LH
surge occurs every 4-5 days at the proestrus stage when
circulating estradiol (E2) levels are high and at a specific
rime of day, typically at the end of the resting period (2).
Although it is well established that the pituitary LH surge
is triggered by the release of GnRH from neurons located
in the hypothalamus { 3}, recent studies have disclosed the
critical role of kisspeptin (Kp) in triggering the preovula-
tory GnRH/AH stimulation (4). The Kp role in mamma-
lian reproduction was discovered in two independent
studies reporting that the lack of a functional Kp receptor
iKiss1 recepron/G protein-coupled recepror 54) prevents
puberty onsct (5, 6). Kp ncurons are present i two hy-
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pothalamic areas, the arcuate nuclews and the anreroven-
tral penventricular nucleus | AVPV preoptic nucleus (7).
Scveral studies in female rodents have reported that AVPV
Kp newrons are crucial to gate the dual estrogenic/circa-
dian timing of the GnRH-induced preovulatory LH surge.
E2 displays a strong positive feedback on AVPV Kp neu-
rons through the activation of ER e receptors (7), and as a
consequence ovancctomy prevents the LH surge (8,95, On
the other hand, lesions of the suprachiasmatic nuclei
(SCMN L, which isthe locus of the main circadian clock (10—
12}, or genctic disruption of the molecular clockwork (1)
prevent the F2-induced 1H surge. Furthermore, the SCN
projects vasopressin (V) fibers directly to AVPV Kp new-
rons {13) and VP central administranon to SCN-lesioned
rats 18 able to mducr an LH surge {12}, Finally, m ovari-

Endocrinology, August 2015, 1560812099 -3011
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ectomized E2-treated mice, expression of the Kp encoding
gene Kissl s mereased ar the onme of the LH surge (14).

Circadian capacity 18 not limated to the SCN nucler. It
has been observed thar a vanery of other central structures
{eg, olfactory bulb, cercbellum, dorsomedial hypothala-
mus) and peripheral organs (cg, heart, liver, muscle) are
also able to sustain endogenous circadian oscillations (15—
18]. Specifically, in the female reproductive system pitu-
itary gonadotrophs along with the uterus and ovaries have
been reported to host such circadian oscillarors (19-<22),
Although daily clock gene expression has been reported in
the AVPV of female rats (23], the presence of a self-sus-
tained circadian oscillator in AVPV Kp neurons has not
ver been demonstrared.

Therefore, the aim of the present study was to delineate
whether AVPV Kp neurons maght host a circadian oscil-
lator in female mice. We first analyzed the dasly regulation
of Kiss1 gene expression and Kp content in intact mice at
proestrus or diestrus to determing the effects of the phys-
iological variation of circulating E2 on the daily activiey of
Kp newrons. In a second set of experiments, we examined
whethier AVPY Kp neurons express the clock proten, period

1 (PER1) at different times of the day in both procstrus and
diestrus. Finally, using transgenic PER2:1 UCIFFRASE fe-
male mice, we investigated whether ex vivo AVPV explants
display sustained endogenous arcadian oscillations and
whether these are F2 sensitive.

Materials and Methods

Animals

Adult female CSTBL/6] mice (Mwus mmsculus) and
PER2:LUCIFERASE knock-in mice (Jackson faboratory) on a
C57BL6 background (24) were bred and raised in vur animal
facility under a 12-hour light, 12-hour dark eycle {lights on at
800 am, Zeitgeber Time (ZT) 0| with controlled temperature
(22°C) and humidity (50%) with ad libitum food and water
access, Estrous cyclicity was followed by daily vaginal smears {at
ZTZ2, 2 b after lights on}, and only mice showing regular 4-to
S-day estrous cycles were used for the experiments. All experi-
MEnts Were perfmmud in accordance with the French National
Law {license number 67-250), implementing the European
Communities Council directive 86/60%WEEC.

Immunhistochemistry
Tissue processing

CSTBL/G] mice at proestrus or diestrus were euthanized with
CO. at different time points: ZT0, ZT4, ZT9, ZT11, ZT12,
ZT16, and ZT20 {n = 5 per time point). For each animal, blood
was collected by a cardiac puncrure for LH assay, and then an
intracardiac perfusion was performed with 10 mlL phosphaze

busffer saline 0.1 M (PBS, pH 7.4) followed by 50 mL of perio-
date-lysine-paraformaldehyde  fixarive (formaldebyde 4%,

Endocrinalogy, August 2015, 156(8).2999-3011

Nal(y, 10 mM and lysine 75 mM in 100 mM phosphate bufter,
pH 7.3 ). Brains were collected, placed in periodate-lysine-para-
formaldehyde overnight at 4°C, then in 30% sucrose overnight,
frozen in isopentane at —35°C and finally kept at —80°C. Six
series of corondl brain sections (30 wm ) were cut using a cryostat
(Leica; Leica Microsystems) and collected at the level of the an-
teroventral periventricular and periventricular preoptic nuclei
ithereafter referred as AVPV) by using landmarks such as the
anterior commissure and third ventricle according to the mouse
brain stereotaxic atlas {23). Brain sections were placed in 12-well
cell culture plates containing PBS with azade (0.02% b and kepr at
4°C. To limit variztion in the labeling background among tissue
sections, AVPY-containing brain sections of all time points of a
given estrous stage {proesirus or diestrus) were processed at the
same time. For each immunolabeling experiment, there were two
to three AVPV sections per mouse, but for the analvsis only rwo
sections locared ar similar level of AVPV (position determined
relarive tothe anterior commissure) were selected for each mouse
to limit the difference related to rostrocaudal variations.

Single Kp immunohistochemistty in AVPV

Kg immunohistochemistry was performed using rabbit pily-
clonal ant-Kp number ¥e6 (generated by Dr Alain Caraty from
Insgitut Mational de 12 Recherche Agronomigue, Tours, France),
which specificity has been previously verified in rodent brain
tissues {26, 27 ). Free-floating brain sections were incubated with
the anti-Kp number 566 {1:50 000} in 154 mM PBS buffer con-
taining 10% donkey serum and 0.3% Tween 20 for 24 hours at
4°C and then incubated in hiotinylated donkey antirabbir (1:
2004y Jackson Labs) for 2 hours at 4°C. To amplify the signal,
sections were treated with the avidin biotin complex coupled to
peroxidase (1:250, Vectastain kit; Vector Laboratories) for 1
hour at room temperature. Then an immunoreactive signal was
revealed ysing a solution of 0.5 mg/mL 3,3-diaminobepzidine
(DAB; Sigma-Aldrich) diluted in water and 0.001% hydrogen
peroxide urea | Sigma-Aldrich) for about 7 minutes at room tem-
perature. The sections were then mounted on gelatinized slides,
air dried, dehydrated through alcohols, and cleared in toluene
before mounting with Fukitt |Sigma-Aldrich) resin.

Double PER1/Kp itmunohistochemistry in AVPY
Because the clock protein PER2 is considered as one of the core
components driving circadian oscillation and for consistency with
the analysis of bioluminescence from PER2:LUCIFERASE mice
isee below), several protocols of dual-PERVKp Immunostaining
were tested, however wirh no success. Therefore, I'ER 1, anocher
core glockwork element of the circadian system, was immunmoia-
beled in Kp cells to test the presence of circadian dock components
in these newrons. Sections were treated for Kp immunoreactivity as
detailed above excepr that the signal was detected using strepravi-
din-peroxidase ar 1:3004 (Roche) for 1 hour and revealed with
rhpdamine-Jabeled tyramide (28) for 1 howr at room temperature.
Before processing with the second label, immunostained sections
wiere freated using a ehution protocol specifically set for this dual
labeling to minimize the background of the first labeling: 2 = 15
minutes wash in 100 mM glycine, 0.3% Triton X-100 (pH 2.2) &t
room temperature, Brain sections were then incubated overnight at
4°C with an antibody direcred against the protein PER1 (1:2000,
goat anti-FER1; 5anta Cruz Biotechnology) in a PBS buffer con-
taining 10%, horse serum and 0, 3% Tween 20 for 24 hours at 4°C
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and then mcubated in biotinylated horse antigoat {1:1 000; Vector
Labaratories) for 2 hours at 4°C. Specificity of the PER1 anfibody

as previously evaluated by preasorption experiments {29). P'ER1
signal was revealed by trestment with the avidin biotin complex
coupled o peroxidase (1:250) for 1 hour at room temperature fol-
lowed by incubation in DAB for about 7 minutes at foom temper-
ature. It is possible that DAB quenched Kp immunofiuorescence,
and we may have an underestimated number of Kp neurons. How-
ever, the aim of this experiment was to identify, not quantify, Kp
newrons o amalyze PER1 mnrepmmnmemtmhﬁufhinﬁmj
Kp {or non-Kp i AVEV cells. Treated sections were mounted, dried
onto gelatinized glass shides, and covered with 1% DABCO(Sigma-
Aldrich; wivol) in 90% glycerol and 10% PBS (Sigma-Aldrich)
between the slide and coverglass.

In situ hybridization

Tissue processing

C57BL/e] mice at proestrus or diestrus were euthanized with
CO. at three time points: ZT4, ZT9, and ZT146. Brains were
collected, frozen in isopentane at — 35°C and kept at —80°C.
Eazch brain was secrioned into 16-m slices from the rostral tothe
caudal part of the AVPV with 2 cryostat (Leica; Leica Micro-
systems). Ten series of brain sections were laid on SwperFrost
plus skides (Menzel-Glaser) and kept at —80% unril processing.
There were two to three AVTV sections per mouse, bur for the
analysis, only two sections located at a similar level of AVPY
were selected for each mouse to limit the difference refated o
rostrocaudal variations.

Kiss1 mRNA in situ hybridization

Brains sections were fixed in 4% formaldebyde m 100 mM
phosphate buffer (pH 7.4), acetylated with acetic anhydre in
triethanclamine buffer, and then debiydrated with 5 minutes of
graded ethanol baths. A hybridization medium containing 200
ng/mlL 313-bp digoxigenin-labeled antisense mouse Kiss1 ribo-
probe {30) was applied to each slide for 48 hours at 60°C. The
nonspecific binding was removed with six baths of high strin-
gency (0.1 saline sodium citrate with 0.05% Tween 20 at
72°C). The bound digoxigenin-labeled probe was detected using
an alkaline phosphatase-labeled antidigoxigenin  antibody
1:5000 {Roche). Alkaline phosphatase activity was detected us-
ing nitroblue fetrazolium (404 pM; Euromedex) and bromo-
chleragindolyl phosphate (202 uM in phosphatase alkaline buf-
fer; Euromedex) for 2.5 hours at room temperature, and the
durarion was validated to be in the linear range of the alkaline
phosphatase activation and then stopped with uitrapure water.
Brain slices were coated with crystal mount and covered with a

coverglass,

semiguantification of neuron labeling

Daily variation in Kp immunoreactivity and Kiss1
IMRNA in AVPV neurons

First, the number of labeled newrons was counted manually
on two AVTV sections per mouse by two persons unaware of the
time poinm examined, and both daily parterns were simifar. For
each experimental point, che value given is the mean number of
labeled neurons =5EM per AVPV section of the five mice. Sec-
ond, for each animal two AVPV sections were photographed at

= 400 with 2 Leica DMRB microscope  Leica Microsystems ) and

comverted to 8-bit gray scale using Image| Software (W, S, Ras-
band, National Institutes of Health, Bethesda, Marvland). Semi-
guantification of the labeling intensity in individual neurons was
performed according te a protocol previously deseribed (31 and
validated for immunastaining by dot blot analyses on serial di-
hations of Kp {32). Briefly, a background image was captured on
a slide portion with no section and subtracted from the sample
images before analysis. The region of interest (ROL) was deter-
mined wsing a circle surrounding the labeled neurons, and the
integrated density of individual neurons was measured and sub-
tracted from a background values taken next to AVPV Kp new-
rons. An average of 30—40 neurons per AVPY section were an-
alyzed, and the mean integrated density of individual neurons
was determined for each animal, For each time point, the labeling
intensity was calculated as the mean + SEM of five mice.

Daily variation in PER1 irmmunoreactivity in AVPV
i neurons

For each animal, photographs of AVPY sections were raken
at =400, The first picture was taken in red fuorescence to vi-
sualize rhodamine stained Kp, and the second picture was taken
in bright field to visualize PER1 DAB staining. This second gic-
ture was converted to B-bit gray scale using Image] software
{Mational Institutes of Health) for further PER1 guantification.
To quantify PER1 staining only in Kp neurons, the two images
from the same slice were superimposed: the first picture showing
Kp immunorezctivity in red fluorescence and the second showing
PER1 immunoreactivity in green {DAR gray scale pictures con-
verted in green color for becter visualization). For each AVPV Kp
neurofn, PER1 lzbeling intensity was quantified in the gray-scale
image using ROTs covering the entire nucleus, following the pro-
cedure describe above. Thirty Kp neurons per mouse AVPV were
analyzed, and the mean integrated density of PER 1 labeling per
mdividual neuron was derermined for each animal's AVPV. For
¢ach time point, the labeling intensity was calculated as the
mean + SEM of five mice. Additionally, PER1 labeling intensity
was also measured in 30 neighboring non-Kp cells of the AVPY,
and for each nme point, the labeling intensity was calculated as
the mean = SEM of five mice per time point.

Quantification of daily variation in PERT immunore-
activity in the suprachiamsatic nuclei

For each animal, photographs of two medial sections of SCN
were taken and converted to 8-bit gray scale using Image| soft-
ware (National Institutes of Health). Crantification of PER1
staining in SCN neurons was performed using ROIs coverimg the
entire SCH as previously reported (33}, For each animal, 2 mean
PER1L labeling intensity was calculated from vabues measured in
the twa SN sections. For each time point, the labeling intensity
was calculated as the mean = SEM of five mice.

Analysis of bioluminescence from
PERZ:LUCIFERASE mouse tissue explants

Tissue preparation

The brain and uterus of PER2::L UCIFERASE mice (n = 3-8
were collected at ZT% ¢4 h before lights off) and processed as
previously published | 34). Tissues were placed inice-cold Hanks’
basic salt solution (Sigma-Aldrich) containing 0.035% sodium
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bicarbonate, 10 mM HEPES, and antibiotics (100 pg/mlL peni-
cliin and 100 WmL strepromycin; Sigma-Aldrich). SCN and
AVTV explanis (300 pm thick; 1.0 o 1.5 mm squares) were
made using a stainless steel mouse brain matriv (Brain Slicer
Matrix; ZIVIC Instruments) according to the mouse brain ste-
reotaxic atlas (25). Uterine homs were placed in chilled Hanks’
basic salt solution, isolated from the surrounding adipose tissue
and ¢ut into four te five round sections, Tissues were cultured on
Millicell culture membranes (PICMORG 50: Millipore) in a
35-mm culture dish containing 1 mL of serum free, no red phe-
nal, DMEM (Sigma-Aldrich) supplemenred with 0.35% glucose,
0.035% sodium bicarbonate, 10 mM HFPES, 2% BI7 (lavit-
rogen/Life Technologies), antibiotics (25 pg/ml. penicillin and
25 Ifml. screpromycing, and 0,1 mM beetle luciferin ( 'romega ),
Culture dishes were sealed with automotive grease and placed in
a Lumicycle device (Actimetrics) inslde a light-right 377°C incu-
bator. For each dish, bioluminescence was counted every 10 min-
uees for 5 days or longer. The presence of Kissi-expressing neu-
ronsin the AVPY explants was assessed before (ex vivo) and after
iin ¥itro) the 5-day culmire by PCR analysis. Total RNA was
extracted by using an RMeasy Plus microkit (QIAGEN) accord-
ing to the manufacturer's protocol (with no use of genomic DNA
eliminarar column for ex vivo AVPV and using optional RWNA
carrier for in vitro AVPV). Ex vive AVPY BNA was reverse
transcribed in a reaction containing olipodeoxythymidine, de-
oxynucleotide triphosphate, ribonuclease inhibitor, revert Aid
H-Minus M-MLV reverse transcryptase. Two sanyples were pro-
cessed, including one with no reverse transcriptase being 2 neg-
ative conerol for putative genomic DMNA contamination (ex vivo
AVPV - ). Theses samples were incubated for 1 hour at 42°C jex
vivo AVPV- and ex vivo AVPV+ ). In vitro AVPV RNA was
reverse transcribed according to the same protecol but using
random hexamer primer and no oligodeoxythymidine {in vitro
AVPV+). A second sample with no reverse transcriptase was
also processed the same way (in vitro AVPV - ). One microliter
of these four samples togerher with 1wl plasmid with 3 mouse
Kizs1 insert (for positive control | and 1 pl slrapure water {for
negative control ) were amplified by rouchdown PCR. The PCR
mixtures contained typically both upstream and downstream
Kiss] mouse specific oligpnpcleotide primers (TTGAGAT-
CATTCTGGGAGGAAG and GUOCGOGLOGCCTGOOTE
CTG), deoxynucieotide triphosphate, MgCl,, specific reaction
buffer, and AmpliTaq 360 DNA polymerase according to the
manufacturer’s protocol {Applied Biosystems ). The PCR condi-
tions were as follows: 19 cvcles at 95°C for 30seconds; T0°C. for
30 seconds (1°C decrease every cycle); 72°C for | minute and 21
cycles at 95°C for 30 seconds; 50°C for 30 seconds; 72°C for 1
minute; followed by a 10-minute extension at 72°C (AmpliTag
360 DNA polymerase). Then 1 pl of each touchdown PCR
product was reamplified by regular PCR conditions as follows:
20 cycles at 95°C for 30 seconds; 60°C for 30 seconds; 72°C for
| minute and T2%C for 20 minutes | AmpliTag 360 DMA poly-
merase), PCR products were run together on 2 2% agarose gel at
150 V., stained with ethidium bromide, and visualized under UV

light.

Effect of estradiol on PER2::LUCIFERASE oscillations

B-Cyclodextrin-caped E2 at two final concentrations | 10 nM
or 1M E2; Sigma-Aldrich) or gcyclodextrin alone (for control;
Sigma-Aldrich) was added to the culture medium at the exper-
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iment onset. Bioluminescence activity was recorded as previ-
ously deseribed for 5 days or longer.

Analysis of circadian rhythin in endogenous
bioluminescence

Waveforms of rhythmic bioluminescence emission were an-
alyred with the L umicycle software ( Actimetrics) after subtract-
ing the 24-hour moving average from the raw luminescence data.
Because AVI'Y oscillations are strongly damped after 5 days in
culture, analysis was performed after the first cycle during the
next 4 days (cycles 2-5). A sin function was applied to fit the
largest sinusoidal component in the data and o assess the period
and amplitude (in counts persecond [cps]) of the circadian rhyth-
mic bioluminescence for each SCN, AVPV, and ucerine expiant.
Data are given as the mean = SEM of three to six samples.

LH assay

Circulating LH levels were measured by a RIA in 25-50 ul.
of plasma according 1o a protocol described previously (35).
Data are given as the mean + SEM of five mice per time point.

Statistical analyses

For the daily expression of number of Kp neurons, intensity
of Kp immunoreactivity, and Kiss! mRNA labeling, a one-way
ANOVA followed by a post hoc Tukey's test was used to assess
sigmificant variations among different time points at a given es-
trous stage. Daily rhythms of PER1 expression in AVPYV Kp
newrons and in the SCN were analyzed using the cosinor method
(Sigmaplot; Systat Software Inc) by fitting the 24-hour data to a
cosinor curve (36); then the amplitude of the oscillations and the
phase difference (tzken the acrophase, peak maximum of the
value of 1 sine function fitted oo the raw data, as a réference time
point) were compared between groups. For bioluminescence
analysis, 3 one-way ANOVA followed by 2 posthoc Tukey's rest
wis used to assess the period and amplitude in different groups.
If the Shapiro-Wilk test failed, an ANOVA on ranks (Kruskal-
Wallis) was used to assess differences. Differences with 2 value of
P < .05 were considered as significant.

Results

Daily pattern of AVPV Kp expression in mice at
proestrus or diestrus

Kp expression in the AVPV was analyzed by immuno-
histochemistry and in situ hybridization at different ime
points throughout the day 1n mice at proestrus or diestrus.

At the procstrous stage (Figure 1), the number of Kp-
immunostained (P = .679; Figure 1, A and C) and Kiss]
mBNA-cxpressing (P = .996; Figure 1, Band C) ncurons
did not show significant daily variation with an average of
65 labeled newrons/ AVPV section. In contrast, intensity of
Kp immunostaining in AVPV neurons displayed daily
variation (Figure 1, A and D) with a marked and transicnt
decrease of approximarely 0% at ZT9 (P = .003). Fur-
thermore, K p immunoreactivity in neighboring fibers also
appeared reduced ar ZT9. Intensity of Kiss] mRNA la-
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beling in AVPV neurons was slightly but significantly
higher at ZT9 as compared with other daytime or night-
time values (P = .019; Figure 1, Band D). The daily pattern
of circulating L H confirmed the proestrous stage of the
mice and showed that the decrease in AVPV Kp immuno-
staining takes place 2 hours before the LH surge, which
occurs at ZT11 (Figure 1D).

At the dicstrous stage (Figure 2), the number of Kp-
mamunostaned (P = 810; Figure 2, A and C) and Krss?
mRMNA-cxpressing (P = .996; Figure 2, B and C) ncurons
displayed no daily variation, with anaverage of 51 labeled
neurons per AVPVY section, Simularly, the intensity levels of
Kp immunostaming (P = .893; Figurc 2, A and D) as well
as Kss1 mRNA labeling (P = .870; Figure 2, B and D) in
AVIV neurons did not show daily varation. Finally, <ir-
culating [ H was constantly low as is expected from mice
in diestrus (Figure 2D},

Daily pattern of PER1 expression in AVPV Kp
neurons in proestrus and diestrus

The presence of PER1 protem, a circadian clockwork
clement, was investigated in AVPV Kp neurons at different
nme points on the day of proestrus or dicstrus.

The double PERV/Kp immunostaining showed that a
large majonity (>80% ) of AVPV Kp neurons express nu-
clear PER1 (Figure 3A). PER 1 expression, analyzed m a
representative number of AVPV Kp neurons (30 per
mouse AVPY ar cach time point) displayed a significant
daily pattern (P = 0002 ) in mice both at proestrus {Figure
3B, black dots) and diestrus (Figure 3C, black dots). Ac-
cording to the cosinor analysis, the acrophase was at
ZT20.3 in procstrus and ZT23.1 in dicstrus, lcading to a
significant phase delay of 2.8 hours in the rhythm during
diestrus (P = .031). The amplitude of PER1 daily rhythm
between proestrus (8.92 + 2.05; n = §) and diestrus
(13.90 = 3.20; n = 5) was not statisncally difterent (P =
.219). PER 1 expression was also measured in non-Kp cells
of the AVPV, and the cosinor analysis indicated no sig-
nificant daily oscillation in cither proestrus (Figure 3B,
white dots; P = .886) or diestrus (Figure 3C; white dots;
P = .937), As a matter of comparison, the SCN displayed
a daily rhythm m PER 1 cxpression, which was similar in
mice at procstrus (Figure 3D) and diestrus (Figure 3E),
with an acrophase occurring at ZT16 (procstrus) and
ZT15.1 (diestrus). As a conseguence, the PER1 rhythm in
the AVPV displayed a 4.3 hours phase delay in procstrus
(F = .002; Figure 2, Band [ and an 8.0-hours phase delay
in diestrus (P = 001 Figure 2, C and E) as compared with
the phase of the SCM.

Endocrinology, August 2015, 1566312993 -3011

Analysis of PER2-driven luciferase oscillations in
AVPV explants in various E2

To evaluate whether the in vive PER rhythm observed
m AVPV Kp ncurons could be dependent on an endoge-
nous crrcadian oscillator, the boluminescent activity of
AVPV cxplants from PER2:LUCIFERASE female mice
was followed for several days in vitro.

AVPV explants displayed sustained autonomous oscil-
lanoms for up to § days, like the SCN explants (Figure 44,
suggesting the presence of a circadian osallator in the
AVPV. The period of the AVPV PER2-driven biolumines-
cence was significantly shorter (1 = 232 £ 0.4 h, n = &)
than the period of the SCN explants from the same mice
ir =245 + 09 h, n = & P = .002, Figurc 4B). The
amphtude of the SCN explant oscillations was about 7
times larger than that of the AVPY explants (median of the
amplitude for SCN = 54.89 = 9.70 cps and for AVPYV =
7.60 = 2.83 cps; P = .001), A post hoc PCR analysis
confirmed that the AVPV explants expressed Kiss1 before
and, although to a lesser extent, after the 5-day culture
i Figure 4C).

A recent study reported that the uterus, not the SCN, of
PERZ:LUCIFERASE mice displavs endogenous osalla-
tions in which the period value 1s decreased by the presence
of E2 in the culture medium (22). To west whether the
AVIV circadian oscillator may also be affected by E2,
oscillations of bioluminescence from tissue explants were
measured without or with 10nMor 1 wM E2in the culture
medium (Figare 5). As already reported (22), the penod of
the SCN clock was not sigmificantly altered by the presence
of E2 in the culture medum (Figure 5, A and D). In con-
trast, both concentranons of F2 significantly mcreased the
period of the AVPY oscillanons from+ = 23.2 + 0.4 hours
in =&) in'the absenice of F2, to v= 24.2 = 0.6 hour (n =
6; P = .002) in the presence of | uMF2arr =247+ 0.4
hour (n = 3; P = .005) in the presence of 10 nM E2 (Figure
5, B and D), In agreement with the previous report (22),
and opposite of what we tound for the AVPV, | pM or 10
nM E2 decreased the uterine aircadian period from 7 =
236 = 0.7 hourin = ) inthe absence of F2, 10 228 + (1.5
hour (n = 6; P = .037) in the presenceof 1 pgME2orr =
22 * 0.8Bhour {n = 3; P = .036) in the presence of 10 nM
E2 (Figure 1, C and D). E2 incubation had no significant
cffect on the amplitude of the circadian oscillations in any
of the three types of explants.

Discussion

This study shows thar rodent AVPV Kp ncurens display a
daily activity sensitive to the natural estrogenic environ-
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ment and suggests that thas rhythmicity may be partly sus-
tamned by an estradiol-sensitive arcadian oscillator.

A previous study by Robertson et al (14}, using ovan-
cctomized (OVX) E2-«supplemented (OVX+E2) mice in
constant darkness, reported a significant increase in the
level of AVPY Kiss1 mRNA and ¢-FOS expressionin Kiss 1

cells ar CT9<CT12 {circadian time) that was absent m
OVX muce thar lack arculating E2. Similarly, our study,
using mtact mice under a light/dark cyele, shows an in-
erease of AVPV Kissl mRNA at ZT 9 in proestrus when
circulating E2 1s high but nor m diestrus when circularing
E2 is low. Other studies performed n female Syrian ham-
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Figure 4. Cercadian vanation m PERZ-driven bigluminescence from
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Cuifture) AVPY axplants, To werfy the absence of genomic
contamination, extracted mBRMNA was converted (AVPY +) or not
(ANTY ) into cENAL A plasmid containing mouse KissT and ultrapure
water were used as positive and negative confrols, respectively,

sters ( 37 ) or rats (23) have also reported an increase in the
levels of Kiss1 mRNA or ¢-FOS expression in Kp ncurons
from OVX + F2 animals. In OVX hamsters and rats, how-
ever, the daily rhythm of Kiss] mRNA was strongly re-
duced but not fully abolished. This discrepancy with the
studics in mice might be explained by species differences in
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the E2 sensitivity of Kp neurons, All of these studics, how-
ever, show an E2-dependent mncrease m Kp neuron acti-
vaton and Kiss] mRNA ar the nme of the LH surge m
OVX+E2 or procstrus females.

In our study, we further analyzed the daily variation i
Kp mmmunoreactivity in the AVPV neurons. In procsrrus
mice, quantification of immunorcactive signal in cach Kp
ncuron clearly shows a marked and transitory decreased in
Kp content at ZT9, 2 hours before the LH surge at ZT11.
This decreasce in Kp content was absent in dicstrous mice,
indicating that the regulation of Kp content, as well as
Kiss1 mRNA and ¢-FOS activation, requires high levels of
circutating F2. Ttis well established that AVPV Kp neurons
arc the major central site for positive F2 feedback in fe-
males. Indeed, AVPY Kp neurons express a high density of
estrogen recepror (ER)-a (8) and E2 stimulates Kp syn-
thesis in all rodent specics investigated (7, 30, 38), which
leads to higher Kp levels ar procstrus than ar diestrus.
Alwogether, the large decrease in Kp content, coincident
with an increase in Kiss! mRNA aad neuron activation
{14}, ndicates that on the day of procstrus, there 15 an
activation of the AVPV Kp neurons leading o a synchro-
nized increase m Kp synthesis and decrease in pepnde con-
tent around ZT9, which is 2 hours betore the |LH surge. It
has been established that AVPY Kp s entical for the
GnRH neuron-induced surge of LH (37, 38). Therefore,
although the decrease in Kp may be caused by peptide
degradation, we hypothesize that the decrease in Kp con-
teat at ZT9 results from peptide newronal release.

Daily regulation of biological functions in mammals
relies on the circadian activity of a master biological clock
located m the SCN, which is entrained by the light/dark
cvele via a retinohy pothalamic tract (39, 40). The SCN-
driven circadian regulation of reproductive activiry ap-
pears to involve ar least two different peptidergic outpurs,
vasoactive imtestinal peptide (VIP) and VP. Whereas VIP-
containing neurons project directly o GnRH neurons
i41), VPergic neurons project to AVIPV Kp neurons, which
cxpress Vla receprors (13, 37). Addinonally, SCN lesions
suppress the LH surge (11) and central VI infusion n-
duces an LH surge in SCN lesioned OVX +E2 rars (12) or
SCN imtact OVX +E2 hamsters (37). Therefore, these
findings indicate thar the SCN-derived VI input onto
AVPV Kp ncurons is an impertant component for the reg-
ulation of the LH surge. However, the daily rhythm m
SCN VP content is constant throughout the estrous cycle
(42), whereas the activation of Kp neurons occurs only on
the afternoon of proestrus in mice. This estrous stage-
dependent gating of the SCN output may take place at the
level of the VP terminalsKp newron interaction, Indeed
previows studies have reported that the number of VP syn-
apses targeting Kp neurons (13), and the expression of
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Figure 5. Effect of E2 on the circadian rhythms In PFERZ-driven bloluminescence from SCH, AVPY, and uterine explants of PERZ:LUCIFERASE
fernale mice. A-C, Represertative bloluminescence traces of PERZ expression in the SCN (A, AVPY (B), and uterus (O explants from
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peniod of SCN, AVPY, and uterus explants from PER2LUCIFERASE mice treated with vehicle {B-cyclodexinin, Bght gray barl, 10 nhkt £2 (dark geay
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P 05 betwesn vehicke- and E2-treated tissue

Via mENA in Kp ncurons (23) are both increased with
higher E2 levels. The mechanisms underlying the time of
the day garing of the SCN signal to Kp neurons are srill
discussed. An carbier study reported that central VP ad-
ministration in OVX+ E2 rats induces an LH surge when
infused in the afternoon but not in the morning (43). Ad-
dirionally, a recent study showed that VP infusion in

OVX +E2 Syrian hamsters at ZT1 or ZT11 displays a similar
Kp neuron activanon, whereas GniRH neurons were not ac-
tivared ar ZT1 (37), These observanons indicare thar the
arcadian control of the reproductive svstem may ocour at
miore than one place wirhin the reproductive axis.

It is well established that in addinion to the master SCN
clock, other less robust peripheral circadian oseillarors are
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located in varipus central structures and peripheral nrgans
formung a multosallatory circadian system (44, 45). Of
mterest, various levels of the hypothalamo-piouitary-go-
nadal axis host such circadian osaillators (46) and con-
tribute to the pulsatile hormone release in the pirutary
(47 ). The molecular clockwork of extra-SCN oscillators is
similar to that of the master clock; it nvolves a transcrip-
tion-based auwtorcgulatory negative feedback loop of in-
teracting clock genes encoding for transcription factors,
principally the transcriptional dimer CLOCK-brain and
muscle aryl hydrocarbon recepror nuclear translocaror-
like protein-1 (BMAL1) and the repressors PER I/PER2
and cryptochrome-loryprochrome-2 (45).

In the second part of our study, we examined whether
AVPV Kp neurons could host a circadian oscillator that
may be involved m the precise nming of LH secretion. We
found rhat most AVPY Kp neurons, but not non-Kp cells,
express the clock protein PER1 with a significant daily
rhythm. Interestingly, the PER1 chythm in Kp neurons
was phase delayed by 2.8 hours at diestrus as compared
with procstrus, indicaring that this rhychm m PER1 is E2
sensitive. By contrase, PER 1 rhythm m the SCN displayed
the same phase and amplitude at both estrous stages, as
already reported (48). These hindings demonstrate that
AVIPV Kp ncurons express one core clock protein with an
E2-sensitive circadian rhythm.

A recent study also reported a circadian expression of
Perl and Bmall genes inthe rat AVPV area (23}, but it was
not determined whether these clock genes were expressed
i Kp neurons, This study also reported no effect of E2 on
the rhythmic expression of these clock genes. This differ-
cnce from our findings may be linked to the fact that only
two time points of the circadian cvcle were examimed in the
previous study or because the quantification of the radio-
active labeling in the AVPY arca was less sensitive than our
PER1 labeling locally in Kp neurons. The presence of
rhythmic PER 1 in a given structure or cell is not sufficient
to prove the existence of a circadian oscillator, Indeed, the
Kp PER1 rhythm could be driven by direct SCN inpur as
well. To turther test the presence of an intrmsic oscillator
m the AVPV, we examined the endogenous PER2-driven
bioluminescence in Kp contamming-AVPY cxplants from
PER2:LUCIFERASE mice. In all female mice AVPV ex-
plants examined. we observed sustained autonomous os-
cillations of luciferase activity up ro 4 days, with a period
of 23.2 hours, which is 1 hour shorter than the period of
SCN explants taken from the same mice. Interestingly, in
some other circadian brain structures (cg, olfactory bulb,
medial hypothalamus), the endogenous period is also
shorter than the SCN (49, 50). Becanse a fraction of cells
in the AVPYV explants do not express Kp, we cannot con-
clude thar the AVPV PER2 -driven ioluminescence comes
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specifically from Kp neurons. Yet this finding combined
with the previous demonstranon of a daily rhythm in an-
other clockwaork protein, PER 1, in Kp neurons but not i
non-Kp AVPV cells, suggeses that the AVPV Kp neurons
m mice may host a arcadian oscillator. Interestingly, we
tound that the aircadian period of this oscillator 15 sensr-
ave to E1, being lengthened by about 1 hour in the pres-
ence of 1 pM or 10 nM EL. Because Kp neurons specifi-
cally express ER-a receptors (B), this cffect of E2 on the
AVTPV circadian oscillations strengthens our hypothesis of
acircadian clock located in the Kp neurons. This action of
E2 on the AVPV circadian period 15 in line with the phase
shift observed on the in vivo AVPV PER1 thythm between
proestrus and diestrus. By contrast, E2 displays no effect
on the arcadian period of SCN explants, as reported pre-
viousty (22), and 15 in agreement with the similar patterns
of invivo SCN PER | rhythms at proestrus and dicstrus. As
reported previously (22), we found that the uterus also
hosts an E2-sensitive circadian clock, although here E2
shortens the circadian period by about 1 hour, The mech-
amisms through which E2 impacts differently on the peniod
of osallations in the uterus and AVPV are unknown be-
causc both rissucs are expressing the same subtype of E2
receptor (31

Recent studies have ndicated that the daily rhyvthm of
AVI'W Kp ncurons is regulated by the SCN-denved Vier-
gic input (51). Here, additionally, we provide evidence
that AVPV Kp ncurons may also host an E2-sensitive cir-
cadian oscillator, which might participate in the circadian
gating of the LH surge. This finding adds a new aircadian
component i the hypothalamo-pituitary-gomadal axis,
which has already been ceported o display such oscillators
in GnRH neurons (53, 54}, pitwitary gonadotrophs (19,
55), the ovary (20, 56), uterus (22}, and oviduct (57). The
rolc of these reproductive circadian oscillators is nor yet
understood, although they probably represent a potential
ume-keecping system necessary to appropriately phase
daily changes in the sensitivity to upstream signals. This
has been established for GnRH neurons, which display a
circadian sensitivity to Kp and VIPactivation (37, 58). The
Kp arcadian osallator could time sensitvity to F2 because
F.Rex gene expression has been reported to be regulated by
the BMALVCLOCK dimer at specific E-box sites located
on its promoter | $9). It could also have an impact on Kiss
gene expression because a circadian transcriptional factor,
albumin D-site binding protcin (Dbp), was reported to
trigger Kiss1 transcription via the D-box, and this effect
was combined with those of ERe (60). Further experi-
menis, like Kp neuron-specific delenion of clock genes, are
now required to establish whether the circadian clock in
the AVPV could be involved in the E2-sensitive daily ac-
tvity of AVPV Kp ncurons.
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In conclusion, our study demonstrates thar the AVPY
Kp neuron getivity at proestrus invoelves not only an in-
crease in KessT synthesis but also a transitory Kp decrease,
occurring 2 hours before the LH surge, and that this ac-
tivation of Kp ncurons is absent in diestrus when circu-
tating E2 is low. Furthermore, our study provides evidence
for a putative F2-sensitive circadian Kiss-Clock, which
may have an important role in the daily control of female
reproductive activity,
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Nous allons répondre aux questions posées durant ma thése :

- Question 1: Les neurones a Kp de I'AVPV sont-ils effectivement la cible d'un message
temporel ? Autrement dit, ces neurones présentent-ils une expression journaliére de
I'ARNm Kiss1 et de son peptide, et ceci en fonction de I'environnement

oestrogénique?

Réponse: Nous avons pu observer que les neurones a Kp de I'AVPV présentent un
profil circadien dans I'expression de I'ARNm et du peptide Kp, mais ceci uniquement
en proestrus, quand les taux d'E2 sont élevés. En effet, I'immunoréactivité de Kp est
constante et élevée en début de jour, puis une baisse drastique se fait a ZT9, pour
ensuite remonter a des taux constants identiques au début de jour. Notre hypothese
est que cette baisse de I'immunoréactivité Kp a ZT9 serait a 'origine de la survenue
du pic de LH qui se fait deux heures aprés. La baisse de lI'immunoréactivité a ZT9 n'est
pas di a une baisse de la synthese, car I'expression de Kiss1 est élevée durant le
proestrus. On serait donc dans une optique de libération massive du peptide a ZT9.

En diestrus, lorsque I'environnement oestrogénique est faible, les taux de Kp et Kiss1

sont constants et faibles.

Les neurones a Kp de I'AVPV présentent une expression journaliére de I'ARNm et
du peptide le jour du proestrus mais celle-ci reste absente durant le diestrus. Les
Neurones a Kp de I'AVPV sont donc la cible d'un message temporel pilotant cette

rythmicité.

- Question 2: Quelle est I'origine de ce message temporel ? Est-elle intrinséque aux
neurones a Kp ? Autrement dit, les neurones a Kp expriment-ils des protéines horloges

avec un rythme journalier ? Le cas échéant, ce rythme est-il sensible a I'E2 circulant ?

Réponse: Nous avons démontré |'existence d'une protéine horloge PER1 dans les
neurones a Kp de I'AVPV, dont I'expression présente un rythme journalier. De plus,
nous démontrons que des explants contenant des neurones a Kp présentent des
oscillations circadiennes d'un autre géne horloge Per2 suggérant l'existence d'une

horloge circadienne "KissClock" dans les neurones a Kp de I'AVPV.
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Les neurones a Kp de I'AVPV présentent une horloge secondaire appelé "KissClock".

Question 3: Cet horloge secondaire serait-elle influencée par les E2 ?

Réponse: Nous avons constaté que les E2 modulaient les oscillations journalieres de
PER1 in vivo car la synthese est différente selon le cycle estrien. De maniere in vitro,

les E2 modulent également les oscillations circadiennes de PER2.

Ces résultats in vivo et in vitro sur deux protéines horloges PER1 et PER2 suggérent
que le fonctionnement de I'horloge secondaire des neurones a Kp de I'AVPV est

conditionné par le stade du cycle estrien, autrement dit, par les taux d'E2.

En résumé, mes résultats ont montré que les neurones a Kp de I'AVPV, maillon
indispensable pour déclencher la survenue du pic de LH, présentaient une rythmicité
journaliére de I'ARNm et du peptide seulement durant le stade du proestrus. Au
cours de cette rythmicité, la baisse drastique de Kp serait a I'origine de la survenue
du pic pré-ovulatoire de LH. Ces variations journaliéres pourraient étre dues a la
présence d'une horloge secondaire au sein de ces neurones, en complément de
l'action de I'AVP provenant des NSC. Ainsi les neurones a Kp de I'AVPV feraient
partie intégrante du systéme multi-oscillant circadien de I'axe reproducteur (figure
62). La survenue du pic de LH serait alors la résultante d'une convergence de 2 types
de messages : un message oestrogénique provenant des gonades reflétant la
maturation folliculaire et un message temporel qui pourrait étre I'AVP complétant

l'action de I'horloge secondaire présente dans les neurones a Kp de I'AVPV.
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Figure 62: Un systéme multi-oscillant pilotant la survenue du pic de LH. Présence
d'horloges secondaires a tous les niveaux de I'axe hypothalamo-hypophysaire:
neurones a Kp de I'AVPV (aire antéroventrale périventriculaire), POA (aire
préoptique), pituitaire et ['ovaire. Ceci accompagné par les NSC (noyaux
suprachiasmatiques). E2 = oestrogeénes. Ce systéme multi-oscillant serait a l'origine de

la temporalité du pic de LH. (Chassard, non publié)
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Rythme journalier de Kisspeptine dans I'AVPV : libération ?

Nous avons pu observer lors des expériences d'immunohistochimie et d'hybridation, une
augmentation de la synthése d'ARNm Kiss1 (en concordance avec de précédentes
expériences) ainsi qu'une diminution importante de l'immunoréactivité de Kp durant la
phase de proestrus qui serait a I'origine de la survenue du pic de LH. Tout porte a croire que
cette baisse drastique de Kp serait le reflet d'une libération massive du peptide aux

terminaisons nerveuses. En effet, la baisse de I'immunoréactivité pourrait étre liée soit a :

- une diminution de la synthése du peptide
- untransport et une libération du peptide

- une dégradation du peptide

C'est avec les résultats de I'hybridation in situ ainsi que le role I'AVPV qui est la pierre
angulaire du déclenchement du pic pré-ovulatoire du pic de LH, que nous nous orientons
vers la deuxieme la possibilité. Cependant cette libération du peptide devra étre testée pour

confirmer cette hypothese.

L'hypothese d'une libération massive de Kp a ZT9 reste a confirmer. Elle pourra étre testée
par l'application d'un antisérum, ou d'un antagoniste spécifique de Kp, peu de temps avant
cette hypothétique libération. Il sera possible de mesurer les concentrations de LH a l'aide

d'un dosage ELISA. Deux cas de figure peuvent s'inscrire dans cette expérience:

- La survenue du pic de LH est abolie : cela confirmera la libération du peptide a ZT9,
du fait du blocage de I'action du peptide sur son récepteur GPR54.

- Il n'y a pas d'abolition du pic de LH : infirme I'hypothése de la libération massive.
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Action de la vasopressine sur le rythme de Kp

Nous savons que I'AVP libérée par les NSC est un important message temporel pour le
contrble de différentes structures cérébrales. Il est important de noter que I'AVP agit sur les
neurones a Kp de I'AVPV via des appositions AVPergiques (182). Des injections ICV de |'AVP
entrainent une activation cellulaire visualisée par une augmentation de |'expression du gene
précoce c-fos (212) . Ceci a n'importe quel moment de la journée ou se fait I'injection, mais
uniguement lorsque I'environnement oestrogénique est fort. Au contraire, on ne sait pas

encore quel est le role exact de I'AVP. Elle pourrait avoir un role sur:

- lalibération du peptide.
- la synthese du peptide.

- surlarégulation de I'horloge secondaire présent dans les neurones a Kp de I'AVPV.

Pour déterminer I'action exacte de I'AVP sur la survenue du pic de LH via les neurones a Kp
de I'AVPV, il sera intéressant d'étudier l'effet d'injection AVPergique sur la syntheése et
I'expression de Kp. Pour ce faire, il sera préférable d'administrer un agoniste V1a, ou un
antagoniste V1a, a différents moments de la journée et ceci, a différents stades du cycle
estrien par la technique d'injection intra-cérébro-ventriculaire Figure 63. Nous pourrons

alors définir :

La possibilité d'avance ou de retard de phase de la survenue du pic de LH.

L'action sur la synthese via la technique d'hybridation in situ.

L'action sur I'expression du peptide via la technique d'immunohistochimie.

- L'intégration différentielle de I'AVP en fonction de I'environnement oestrogénique.
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Proestrus / Diestrus

Injection
Agoniste V1a
Antagoniste V1a

C——> | Immunohistochimie Kp

— ‘ Hybridation in situ — Kiss1 |

A différents ZT

Figure 63: Modélisation de I'expérience d'injection ICV d'agoniste/antagoniste
vasopressinergique et sa conséquence sur I'expression de Kp. Ligne violette correspond a la
ligne médiane du crane, les deux zone ovoides violettes définit la zone d'injection (chassard,

non publié)

Action de la vasopressine sur I'horloge secondaire

In vivo

Les NSC ayant un réle synchroniseur des différents oscillateurs périphériques, il serait
primordial de définir I'action de I'AVP sur les rythmes des génes horloges présents dans les
neurones a Kp de I'AVPV (Figure 64). L'étude du rythme journalier des protéines horloges au

sein de ces neurones apres injection de I'AVP a différents stades du cycle estrien permettra :

- de définir le role de I'AVP sur I'expression des protéines horloges dans les neurones a
Kp.
- de définir la présence ou non, d'une intégration différentielle en fonction du stade du

cycle estrien.
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Proestrus / Diestrus

Injection
Agoniste V1a

Double
Immunochistochimie
Kp/PER1

A différents ZT

Figure 64: Modélisation de I'expérience d'injection ICV d'agoniste vasopressinergique et sa
conséquence sur l'expression de la protéine horloge PER1 dans les neurones a Kp. Ligne
violette correspond a la ligne médiane du crane, les deux zone ovoides violettes définit la

zone d'injection (chassard, non publié)

In vitro
Une deuxieme possibilité est d'utiliser la technique de bioluminescence a partir d'explants

d'AVPV de souris PER2::LUCIFERASE. Il sera intéressant de définir le réle de I'AVP sur les
oscillations circadiennes PER2 de I'AVPV. Pour définir son rdle, nous pourrons tester une
incubation de I'AVP sur des explants d'AVPV, en fonction de la présence/absence d'E2 Figure

65.
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Mesure des oscillations circadiennes de PER2 de 'AVPV

Figure 65: Modélisation de l'expérience concernant I'effet de la vasopressine sur les
oscillations circadiennes de PER2 dans I'aire antéroventrale périventriculaire. (chassard,
non publié)

Notre appareil, le Lumicycle utilise un systéme statique de culture, permettant uniqguement
d'appliquer une concentration constante d'AVP et d'E2 sur les explants. Il serait déterminant
d'obtenir un systeme permettant [|'application aiglie et temporaire d'agents
pharmacologiques. Ceci dans le but d'appliquer des concentrations croissantes et
décroissantes d'E2, mimant un cycle estrien, et d'appliquer de maniere aigie I'AVP en
concordance avec la libération discontinue de ce neuropeptide par les noyaux

suprachiasmatiques Figure 66.

/. - Mesure des oscillations

(Estrogénes

T 111

Vasopressine

| Jour1 Jour?2 Jour3 | Jourd |
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Figure 66: Modélisation d'un systéme de flux continu pour le Lumicycle: permettant de crée
des gradients de concentration d'E2, accompagnés d'augmentation aigue de la concentration

en vasopressine. (chassard, non publié)

Action des NSC sur I'horloge secondaire de I'AVPV

D'autres part, une autre expérience possible, serait de prendre un explant de NSC provenant
d'une souris WT dont la période endogéne aura été définie préalablement par le suivi de
I'activité locomotrice de la souris placée en DD et de le placer a coté d'un explant d'AVPV
d'une souris PER2::LUCIFERASE, en présence/absence d'E2. Nous pourrons ainsi obtenir des
informations concernant l'action des NSC sur I'horloge secondaire Figure 67. Afin de
déterminer si c'est bien I'AVP qui est a l'origine de changement dans les oscillations
circadiennes de PER2 dans I'AVPV, il pourra étre tout a fait envisageable d'appliquer un

antagoniste V1a ou antagoniste VIPergique.

== SCN-souris WT

Avec/Sans — T — ~ AVPV-souris

Estrogeénes " PER2::LUCIFERASE

!

Mesure des oscillations circadiennes de PER2 de 'AVPV

Figure 67: Modélisation de I'expérience concernant l'effet des noyaux suprachiasmatiques
sur les oscillations circadiennes de PER2 dans l'aire antéroventrale périventriculaire.

(chassard, non publié)

Récemment, il a été possible d'introduire des fibres optiques dans certaines régions

cérébrales de souris PER2::LUCIFERASES, permettant de visualiser des oscillations
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circadiennes chez |'animal vigile, et de voir in vivo les changements occasionnés par la

succession des différents stades du cycle estrien.

Role de I'horloge secondaire dans les neurones a Kisspeptine
de I'AVPV sur la fonction de reproduction

Pour expliquer le profil circadien de I'expression de I'ARNm Kiss1, I'implication de I'horloge
secondaire pourrait étre la clé ouvrant une nouvelle porte concernant la compréhension du
role de ce dernier dans les neurones a Kp de I'AVPV. La transcription du géne Kiss1 n'est pas
dépendante des protéines horloges Bmall/Clock, mais sous la dépendance d'une autre
protéine horloge appelée DBP (213). Ainsi lorsque les taux d'E2 sont importants et que
I'expression circadienne de la protéine horloge DBP augmente, une activité
transcriptionnelle importante de Kiss1 se fait. Cependant ces conclusions ont été définies in

vitro et non sur un systeme intégré physiologique.

Pour définir le réle exact de cette horloge secondaire, il sera possible de croiser des souris
KissCre avec des souris "Bmall LoxP". Cela induira l'invalidation d'un geéene horloge
spécifiguement dans les neurones a Kp Figure 68. On pourra alors déterminer le role de cet
oscillateur dans la synthése et/ou la libération du peptide. Il faudra prendre la précaution
d'utiliser des souris OVX+E2, permettant de mimer le proestrus. En effet, si I'horloge
secondaire présente dans les neurones a Kp de I'ARC touche directement le cycle normal de
la pulsatilité des neurones a GnRH et ainsi de la maturation folliculaire, nous ne pourrons pas
voir le role dans les neurones a Kp de I'AVPV, en raison de taux d'E2 trop faibles pour induire

un rétrocontrole positif.
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Figure 68: Modélisation de l'invalidation fonctionnelle de I'oscillateur périphérique présent
dans les neurones a Kisspeptine de I'aire antéroventrale périventriculaire. Utilisation de
souris Kiss1-Cre et Bmall-LoxP pour invalider I'horloge secondaire dans les neurones a Kp

(chassard, non publié)

Nous pourrons également tester la fertilité de ces souris en les croisant entre elles et en

évaluant leur succes reproducteur, ainsi que I'age de la puberté.

Les especes diurnes

Jusqu'a présent nous avons porté nos études sur des souris C57BL/6 qui sont nocturnes,
donc définies comme une espéce ayant activité locomotrice durant la nuit. Que se passe-t-il
chez les espéces diurne comme chez I'Homme? Nous savons que I'horloge principale, les
NSC ont une activité similaire entre les especes nocturnes et diurnes. Le fonctionnement des

geénes horloges est le méme avec des profils circadiens identiques. Une synthese et une
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libération des messages temporels similaire cependant certaines sécrétions hormonales sont
différentes entre especes nocturnes et diurnes. Par exemple, le pic de LH a lieu en fin de
nuit/début de jour chez la femme. Comment expliquer que le pic de LH arrive toujours en fin
de période de repos chez les animaux nocturnes et diurnes alors que le fonctionnement de

I'horloge interne est identique ?

Il serait intéressant de définir le profil journalier de I'expression de Kp chez une espéce
diurne pour définir si sa cinétique d'expression est identique a celui d'une espece nocturne.
On pourra alors définir si il y a une intégration différentielle de messages temporels entre les
deux types d'espéces au niveau des neurones a kp de I'AVPV, ou si le "gating" se fait plus en

aval dans |'axe hypothalamo-hypophysaire.

Figure 69: Arvicanthis Ansorgei. http://www.planet-mammiferes.org/

Pour ce faire, il est possible d'utiliser une espéce rongeur diurne, Arvicanthis Ansorgei Figure
69. Il n'est pas techniquement possible de réaliser des frottis vaginaux sur ces animaux,
étant vifs et agressifs comparativement aux souris C57BL/6, il faudra récupérer le sang de
ces animaux apres leur mise a mort ou faire des microprélevements séquentiels au niveau
de la queue, pour définir le profil oestrogénique et a quel moment exactement se fait le pic
de LH. Ainsi, on définira deux groupes : environnement oestrogénique fort et faible. Une
fois le profil estrien de cette espece déterminé, une immunohistochimie Kp sur I'AVPV de ces
animaux mis a mort a différents points horaires, permettra de définir la présence ou non
d'un rythme journalier de Kp. Nous pourrons alors le comparer a celui d'une espece

nocturne pour déterminer si le rythme est identique ou différent.
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Le travail posté et les troubles de la fertilité

On sait actuellement que le travail posté ou travail de nuit déregle I'intégrité fonctionnelle
de I'horloge principale, induisant par la méme occasion une désynchronisation partielle ou
compléte des horloges secondaires. Si vous avez déja voyagé a l'autre bout du monde, et
gue vous avez subi le jet-lag, imaginez ce qu'endurent les travailleurs postés... on peut
assimiler cela a un jet-lag continuel. Le rapport médico-social de surveillance des travailleurs
de nuit/postés de 2012 dévoile un inquiétant constat. Le travail posté ou de nuit accroit

nettement (214):

les risques cardiovasculaires

- le diabéte

- les troubles digestifs

- les troubles de I'attention

- les cancers

- l'anxiété

- la dépression

- les troubles du sommeil

- les troubles métaboliques

- les trouble de la fertilité:

o cycles menstruels irréguliers
o endométriose

o accouchements prématurés
o retards de croissance intra-utérins

o fausses couches

Cependant l'effet sur les troubles de la fertilité chez les femmes est beaucoup moins
développé. Il est donc nécessaire de faire des études sur des modeéles animaux et des

analyses épidémiologiques chez des femmes.
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Modeélisation de travail posté chez des rongeurs

Le travail posté est une situation trés complexe a modéliser chez des animaux. Allez
demander a I'animal de travailler en horaire décalé ... il vous regardera avec ses grands yeux

et vous dira cause toujours...

Cependant il existe 4 modeles pouvant se rapprocher des conditions de travail posté utilisant

(215):

- untiming de prise alimentaire,
- d'activité,

- de période de sommeil,

- d'exposition a la lumiere,

- outout ces parametres combinés ensembles.
En effet, I'activité des travailleurs postés induit plusieurs changements au niveau:

- Activité locomotrice

- Période de sommeil

- Nutritionnel

- Exposition a la lumiére artificielle (de type lampe, néon)

- Exposition a la lumiere du soleil

Ces changements peuvent étre modélisés par les 4 modeles cités précédemment (Figure 70).

Human shiftwork schedules

i

Social . " Light St
Activity Sleep Nutrition '8 o
pattern r ] . exposure exposure
{ | | |
Animal models of
shiftwork aspects
Timing of Timing of Timing of Timing of
activity sleep food light

Figure 70: Modélisation du travail posté pour les rongeurs. (215)
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Le travail posté se caractérise donc par des changements multiples impactant le
fonctionnement du systéme circadien. Il faudrait alors utiliser un modele regroupant
plusieurs de ces parametres afin d'étudier leurs conséquences sur la fonction de
reproduction chez le rongeur. On pourra alors imaginer un protocole, mettant dans ces

conditions ces rongeurs. Cela étudiera l'impact du travail posté sur :

les cycles estriens, en faisant des frottis vaginaux.

- la survenue du pic de LH, en procédant a des prélévements sanguins.

- la rythmicité journaliere de Kp par hybridation in situ et immunohistochimie.

- la rythmicité des protéines horloges dans les neurones a Kp de I'AVPV, par double

immunohistochimie PER1/Kp.

En conclusion, aprés avoir défini un rythme journalier d'expression de Kp qui serait a
l'origine du pic de LH et qui pourrait expliquer ainsi la temporalité de ce pic, plusieurs
questions restent en suspens et nécessiteront une investigation plus approfondie. Ceci pour
définir le réle exact de I'horloge secondaire des neurones a Kp, son interaction avec le
milieu oestrogénique et I'horloge principale. De maniére a intégrer, a comprendre
comment et a quel niveau le travail posté peut impacter la physiologie de la reproduction.
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I David CHASSARD
7

Implication du systeme circadien
dans la fonction de reproduction
chez la souris femelle

Résumé

Les neurones a Kisspeptine (Kp) de I'AVPV sont essentiels pour la survenue du pic de LH. Celle-ci est
conditionnée par les concentrations circulantes d'oestrogénes (E2) et le moment du jour. Nous avons
étudié si les neurones a Kp de 'AVPV étaient le lieu d'intégration de deux messages chez des souris
sauvages intactes : un message E2, et un message temporel. Nous voulions savoir si ces neurones
hébergeaient une horloge secondaire impliquée dans la temporalité du pic de LH. Durant l'apres-midi
du proestrus, une baisse drastique de l'immunoréactivité (ir) de Kp apparait 2h avant la survenue du
pic de LH au moment ou I'expression de 'ARNm Kiss/ est élevée. Au contraire durant le diestrus, Kp-
ir, 'expression de I'ARNm Kiss/ et les concentrations circulantes de LH restent basses. Les neurones a
Kp de 'AVPV expriment une protéine horloge PER1 avec un rythme journalier exhibant un retard de
phase de 2.8 h en diestrus comparativement au proestrus. Des explants d'AVPV exprimant les Kp
provenant de souris PER2::LUCIFERASE dévoilent des oscillations circadiennes soutenues avec une
période de 23.2h, significativement plus courte que celle observée dans les NSC. L'incubation des
explants d'AVPV en présence d'E2 (10nM) rallonge la période d'une heure. En conclusion, cette étude
indique que les neurones a Kp de 'AVPV présentent un rythme journalier dépendant des E2, qui
pourrait étre piloté par la présence d'une horloge secondaire au sein de ces neurones.

Mots-clés : Circadien, Clock, Kisspeptine, Reproduction

Abstract

The kisspeptin (Kp) neurons in the anteroventral periventricular nucleus (AVPV) are essential for the
preovulatory LH surge, which is gated by circulating estradiol (E2) and the time of day. We
investigated whether AVPV Kp neurons in intact female mice may be the site in which both E2 and
daily signals are integrated and whether these neurons may host a circadian oscillator involved in the
timed LH surge. In the afternoon of proestrous day, Kp immunoreactivity displayed a marked and
transient decrease 2 hours before the LH surge. In contrast, Kp content was stable throughout the day
of diestrus, when LH levels are constantly low. AVPV Kp neurons expressed the clock protein period
1 (PER1) with a daily rhythm that is phase delayed compared with the PER1 rhythm measured in the
main clock of the suprachiasmatic nuclei (SCN). PER1 rhythm in the AVPV, but not in the SCN,
exhibited a significant phase delay of 2.8 hours in diestrus as compared with proestrus. Isolated Kp-
expressing AVPV explants from PER2::LUCIFERASE mice displayed sustained circadian oscillations
of bioluminescence with a circadian period (23.2 h) significantly shorter than that of SCN explants
(24.5 h). Furthermore, in AVPV explants incubated with E2 (10 nM to 1 uM), the circadian period
was lengthened by 1 hour, whereas the SCN clock remained unaltered. In conclusion, these findings
indicate that AVPV Kp neurons display an E2-dependent daily rhythm, which may possibly be driven
by an intrinsic circadian clock acting in combination with the SCN timing signal.

Mots-clés : Circadian, Clock, Kisspeptin, Reproduction
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