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Avant-propos  
 

 

Ancien externe de la faculté de Médecine de Bordeaux, j’ai rejoint la faculté de 

médecine de l’université de Strasbourg pour effectuer mon internat.  

Très intéressé par l’endocrinologie et attiré par une carrière hospitalo-universitaire, j’ai eu 

l’opportunité d’effectuer un stage en inter CHU à l’hôpital de Kremlin Bicêtre dans le service 

du Pr CHANSON (et du Pr YOUNG) durant mon 7ème semestre, grâce à l’appui du Pr 

PINGET, du Pr JEANDIDIER et du Pr GOICHOT. Dans ce centre de référence 

internationalement reconnu, j’ai pu acquérir de solides connaissances sur les pathologies 

endocriniennes, en particulier hypothalamo-hypophysaires et de la reproduction. J’ai d’ailleurs 

effectué avec eux mon travail de thèse en médecine sur les adénomes hypophysaires à prolactine 

chez l’enfant, un travail qui m’a permis de valider mon DES et qui a fait l’objet d’une 

publication dans le Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism en 2015.  

Dans un esprit de continuité, avec l’appui des seniors du pôle M.I.R.N.E.D., j’ai pu ensuite 

obtenir une « année recherche » dans le laboratoire CRN2M (Centre de Neurobiologie et 

Neurophysiologie de Marseille), sous la direction des Pr Anne BARLIER et du Pr Alain 

ENJALBERT. Ce laboratoire est un centre de référence européen dans le domaine de la 

recherche des pathologies hypophysaires, tant dans le domaine génétique que thérapeutique. 

Durant un an, j’ai travaillé sur le rôle du récepteur de la somatostatine sst5 dans la réponse aux 

agonistes somatostatinergiques dans des tumeurs hypophysaires humaines. De cette 

collaboration, deux articles ont été écrits «"Super"fonctional gonadotroph pituitary adenomas: 

a two-faced gold medal » avec également la participation du Dr JAFFRAIN REA en cours de 

publication et « Functioning mediastinal paraganglioma  associated with a novel germline 

mutation of  von Hippel-Lindau gene » publié dans Journal of Clinical Medicine en 2018. De 

retour pour finir mon internat dans les Hôpitaux Universitaire de Strasbourg, j’ai validé mon 

DES d’Endocrinologie, Diabétologie, et Maladies Métaboliques avec la réalisation d’un 

mémoire encadré par le Pr BARLIER, puis d’une thèse de médecine encadrée par le Pr 

CHANSON. Dans la continuité du travail enrichissant mené auprès du Pr BARLIER et avec le 

soutien du Pr JEANDIDIER, j’ai pris contact avec le Dr Valérie SIMONNEAUX, responsable 

d’une équipe de recherche à l’Institut des Neurosciences Cellulaires et Intégratives (UPR CNRS 

3212) à Strasbourg. En novembre 2014, grâce à une bourse de la Fondation de Recherche 

Médicale (FDM20140630371), j’ai débuté à temps plein ma thèse de sciences sur l’impact des 

perturbations de la rythmicité circadienne sur la fertilité féminine. Durant les 2 premières 
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années j’ai effectué à temps plein la mise en place d’un protocole fondamental de modèle de 

souris en déphasage chronique associé à la mise de point de protocole visant à explorer les 

mécanismes hypothalamiques de régulation de l’axe reproducteur avec la publication d’un 

premier travail original « Individual evaluation of luteinizing hormone in aged C57BL/6J 

female mice » publié dans Geroscience en octobre 2019, suivi d’un deuxième travail original 

« Impact of circadian disruption on female mice reproductive function » soumis à 

Endocrinology. Parallèlement, un projet de Programme Hospitalier de Recherche Clinique 

(PHRC) sur l’impact du travail posté sur l’axe reproducteur féminin a été réalisé en 2016 avec 

la participation du service de médecine du travail (Pr GONZALEZ) et incluant 6 centres 

hospitaliers de la région Grand Est. Malgré une très bonne évaluation qui a permis au projet 

d’être présélectionné, il n’a finalement pas été retenu mais servira de base à une nouvelle 

demande devant l’intérêt évidant en santé publique de cette problématique et la faible quantité 

de données présente dans la littérature comme le rappelle le rapport de l’agence nationale de 

sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du travail de juin 2016 (« Évaluation 

des risques sanitaires liés au travail de nuit »). En parallèle de mes travaux expérimentaux, j’ai 

réalisé avec le Dr SIMONNEAUX, trois revues de la littérature dans le domaine de l’axe 

gonadotrope avec à la fois un versant fondamental mais aussi clinique : dans Frontier in 

Neuroendocrinology, Molecular and cellular endocrinology et Best practice & research 

Clinical endocrinology & metabolism.  

Depuis novembre 2016, je poursuis ma thèse de science en parallèle de ma nomination au poste 

de CCA – AH puis depuis septembre 2019 comme Praticien Hospitalier Universitaire dans le 

service du Pr JEANDIDIER avec une implication dans la recherche clinique, dans 

l’organisation des soins et dans la formation à la fois au lit du malade pour les internes et dans 

une approche plus théorique pour des étudiants en médecine. A court terme (en 2020), un poste 

de MCU-PH sera demandé.   

 

 
Bonne lecture  

Thibault BAHOUGNE  
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I. Introduction  
 

 Les organismes sont naturellement soumis à des variations journalières et saisonnières 

de leur environnement, auxquelles ils s’adaptent afin d’assurer leur survie et celle de leur 

descendance. L’activité de reproduction est particulièrement sensible aux variations 

environnementales de la lumière, de la chaleur et de la disponibilité en nourriture. Chez les 

mammifères femelles, l’activité de reproduction, et notamment l’ovulation, dépend des cycles 

journaliers. Ceci a été particulièrement montré chez les rongeurs nocturnes où le pic 

préovulatoire de l’hormone lutéinisante (LH) a lieu en fin d’après-midi (fin de phase de repos) 

le jour du proestrus, à une heure qui varie sensiblement selon les espèces (Parkening, Collins, 

and Smith 1982). Le déclenchement du pic de LH à ce moment précis du jour du cycle estrien 

implique à la fois l’activité de l’horloge circadienne des noyaux supra chiasmatiques de 

l’hypothalamus (NSC), synchronisée par l’alternance jour/nuit de la lumière, et l’effet rétroactif 

positif des œstrogènes produit par les oocytes matures (Bronson and Vom Saal 1979). Chez les 

femmes également, des études indiquent une plus grande occurrence du pic préovulatoire de 

LH à la fin de la phase de repos (fin de nuit)(Kerdelhué et al. 2002). L’importance du système 

circadien dans le phasage du pic LH est moins documentée chez les femmes, néanmoins des 

études rapportent des effets négatifs d’une perturbation de la rythmicité circadienne sur les 

cycles menstruels et par conséquent sur la fertilité (Simonneaux & Bahougne 2015, pour revue). 

Or un nombre croissant de femmes, notamment dans les pays industrialisés (16% des actifs en 

France en 2013), travaille dans des conditions d’horaires décalés qui sont susceptibles d’altérer 

leur capacité à procréer (Cordina-Duverger et al. 2018). Pourtant à ce jour, peu de travaux 

fondamentaux ont évalué l’effet des horaires décalés sur l’axe reproducteur. 

Dans ce contexte, les objectifs de mon travail étaient d’étudier les effets d’un décalage de phase 

unique (mimant un déplacement transméridien ou « jet lag ») ou chronique (mimant le travail 

en horaires décalés ou « shiftwork ») sur les cycles reproducteurs de souris (C57BL/6J) 

femelles adultes. Dans ce but j’ai 1) mis au point un modèle de suivi longitudinal (sur plusieurs 

mois) de la sécrétion de LH le jour du proestrus sur des individus uniques ; 2) analysé les effets 

d’une avance ou d’un retard de phase unique (10h) sur les cycles estriens et l’occurrence du pic 

préovulatoire de LH ; 3) analysé les effets d’avance/retard de phases chroniques (jusqu’à 9 

mois) sur les cycles estriens, le pic préovulatoire de LH et la fertilité ; 4) mis au point d’injection 

intra-cérébro-ventriculaire (ICV) de peptides associée au suivi individuel de LH afin de 
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proposer des méthodes de resynchronisation du pic préovulatoire de LH chez des souris 

soumises à des déphasages.  

 

II. Physiologie de l’axe reproducteur féminin   

A. L’axe hypothalamo-hypophysio-ovarien est rythmique  
 

L’activité reproductrice des mammifères femelles s’organise en cycles réguliers (cycles 

menstruels chez la femme, cycles estriens chez les rongeurs) contrôlés par l’interaction 

complexe entre le système circadien, des neuropeptides hypothalamiques, les gonadotrophines 

(LH : Hormone Lutéinisante, et FSH : Hormone Stimulatrice des Follicules sécrétées par les 

cellules gonadotropes hypophysaires) et les hormones sexuelles stéroïdiennes produites par les 

ovaires (Figures 1 et 2). L’objectif de ce système de régulation est la production synchrone d’un 

oocyte mature (lors de l’ovulation) avec un tractus reproducteur réceptif dans lequel un 

embryon pourra se développer dans des conditions environnementales favorables.  

 

Durant la première partie du cycle reproducteur (phase folliculaire chez la femme, metestrus-

diestrus chez les rongeurs), les cellules gonadotropes hypophysaires sécrètent plus de FSH que 

de LH. Cette relative prépondérance de la sécrétion de FSH en première partie de cycle participe 

au développement et au recrutement des follicules ovariens. Sous l’effet de la FSH, la 

croissance des cellules de la granulosa des follicules (follicules antraux recrutés puis follicule(s) 

dominant(s)) induit une augmentation progressive de la sécrétion de l’hormone stéroïdienne 

ovarienne, l’œstradiol, et l’augmentation de l’expression des récepteurs à LH au niveau des 

cellules de la granulosa (Themmen and Huhtaniemi 2000). Durant cette phase précoce, les 

pulses de LH surviennent avec une fréquence élevée (période de 1 à 2 heures chez la femme, 

20 min chez les rongeurs) et avec une amplitude uniforme. La fréquence des pulses de LH tend 

à augmenter durant la fin de cette phase (Figure 3).  
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Figure 1 : Le cycle menstruel chez la femme. Changements des taux sériques de LH, de FSH, d'estradiol et de 

progestérone, des follicules ovariens et de la muqueuse de l'endomètre au cours du cycle menstruel. Selon (Melmed 

and Kaiser Ursula. 2010). 

 

The pulse amplitude also varies considerably between
pulses.

The changes in the expression of gonadotropin
subunit genes have been examined during the rat
estrous cycle [3]. In the female rat, the estrous cycle
has a length of 4 days. Serum LH and FSH concentra-
tions are low throughout the cycle except for the surge
on the late afternoon and evening of proestrus. LHb-
and a-subunit mRNAs change little on the day of metes-
trus, but increase two-fold during diestrus. LHb mRNA
levels increase three-fold before the preovulatory rise
in serum LH, but a-subunit mRNA levels remain
unchanged during the proestrus gonadotropin surges.
FSHb mRNA levels increase during the metestrus
morning, falling to basal levels by metestrus evening.
On the afternoon of proestrus, FSHb mRNA concentra-
tions increase but the maximal expression of FSHb
mRNA is seen 2 hours after the proestrus FSH surge.
Thus, the changes in the expression of the three gonad-
otropin subunit genes do not tightly correlate with the
circulating LH and FSH levels [2].

Aging and Gonadotropins

Serum testosterone levels decline progressively in
men with advancing age (Figure 7.6); almost 25% of
men over the age of 70 have serum testosterone levels
in the hypogonadal range [63]. The sex-hormone-
binding globulin levels increase with age, resulting in
a greater decrease in free and bioavailable testosterone
than total testosterone. The diurnal rhythm of testo-
sterone secretion, observed in younger men, may be
attenuated or lost in older men. There is also an increase
in circulating estradiol and estrone levels with age due,
in part, to the increased peripheral aromatization of
androgen to estrogen.

Aging-associated declines in testosterone levels occur
due to defects at all levels of the hypothala-
micepituitaryegonadal axis. Androgen secretion by
the testes of elderly men is decreased due to primary
abnormalities at the gonadal level. This is supported
by their higher basal LH and FSH levels, decreased
testosterone response to hCG, and diminished Leydig

FIGURE 7.5 The menstrual cycle. Changes in serum
levels of LH, FSH, estradiol and progesterone, in the
ovarian follicle, and in the endometrial lining during the
menstrual cycle. From http://www.soc.ucsb.edu/sexinfo/article/
the-menstrual-cycle.

7. GONADOTROPIN HORMONES214

I. HYPOTHALAMICePITUITARY FUNCTION
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Figure 2: Cycle estrien chez la souris femelle. Changement des concentrations circulantes de LH, FSH, 

prolactine, progestérone et estradiol au cours des 4 stades estriens (proestrus, estrus, métestrus et diestrus) 

identifiés par cytologie vaginale. Selon (McLean et al. 2012). 
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Figure 2. Vaginal smear cytology reflects underlying endocrine events.  Details are also provided in Discussion.  Click here to view larger
figure.

 
Figure 3. Uric acid crystals may be present following crystal violet staining of urine-contaminated samples.  (A) Crystals are transparent
and can be of various sizes (arrows and boxed region magnified in (B)). No cells are present in this field. Should uric acid crystal contamination
within fields used for cytological staining be present, it may be difficult to accurately identify cell types present and the smear should be
discarded. Scale bars = 50 μm.
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Figure 3: La sécrétion de GnRH et de LH varie au cours du cycle estrien chez la brebis. La sécrétion pulsatile 

de GnRH et de LH au cours de la phase lutéale tardive (12-13ème jour) et de la phase folliculaire tardive (39–51 

h après le retrait de la progestérone). Notez la différence d'échelle de l'axe des ordonnées entre les phases lutéale 

et folliculaire. D’après (Moenter et al. 1991). 

 

La seconde partie du cycle reproducteur (phase lutéale chez la femme, proestrus - estrus chez 

la souris) débute avec une augmentation très importante et transitoire de sécrétion de LH 

(Figures 1 et 2). Le pic de LH a une triple fonction : (1) induction de l’ovulation du/des 

follicule(s) dominant(s), (2) reprise de la méiose ovocytaire, (3) arrêt de la division des cellules 

de la granulosa et formation du corps jaune (responsable de la sécrétion de progestérone 

favorisant l’implantation embryonnaire). L’ovulation survient généralement quelques heures 

après le pic de LH chez les rongeurs et 9 à 23 heures après le pic de LH chez la femme 

(Pauerstein et al. 1978)(Spieler 1980). Le pic préovulatoire de LH survient en moyenne tous les 

4-5 jours chez les rongeurs, et tous les 28 jours chez la femme. Le moment de l’occurrence du 

pic de LH est dépendant d’une augmentation du taux circulant d’œstrogène (Christian, Mobley, 

and Moenter 2005)(Radovick, Levine, and Wolfe 2012) et de signaux journaliers. En effet, le 
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5. PHYSIOLOGICAL CONTROL SYSTEMS AND GOVERNING GONADAL FUNCTION

suggested that “potentially ovulatory” is a better term 
than “selected” or “dominant” for the most advanced 
class of follicles,22 and the concept of follicular dominance 
in the ewe has recently been questioned.33 It is thus not 
surprising that in many breeds of sheep, twinning occurs 
in a significant percentage of animals. In ewes with twins, 
ovulatory follicles arose over a greater range of days 
than in ewes with single ovulations, and twin ovulations 
appeared to result from reduced atresia of both smaller 
and larger follicles.34 That is consistent with ovulations 
from both the ultimate and penultimate waves; that is, 
larger follicles from the penultimate wave were retained 
and smaller ones in the ultimate wave grew to ovulatory 
size and competence. More follicles from the penultimate 
wave ovulated in breeds of ewes with lower progester-
one and more frequent pulses of LH.26 The most rapid 
apparent turnover of follicles was reported in the Merino 

del Pais, a monovulatory breed in Spain, in which seven 
different follicles became the largest during an estrous 
cycle.32 A subsequent analysis in three other Spanish 
breeds concluded that patterns of follicular turnover were 
not affected by breed.35 Readers are referred to the review 
by Scaramuzzi et al.22 for models that illustrate the pro-
cesses of recruitment and selection of follicles in relation 
to patterns of FSH and LH secretion.

Ovulation (Follicular Rupture)36,37

The process of ovulation in the ewe does not differ 
particularly from that described in other species, but 
work in ewes has contributed to greater understand-
ing of the role of the ovarian surface epithelium and of 
the involvement of tumor necrosis factor alpha (TNFα) 
in rupture of the follicle. Therefore, we will focus this 
description on these events; a more detailed description 
of this process can be found in Chapter 22. Key steps 
in the ovulatory cascade in ovine follicles (Figure 27.4) 
begin with an initial effect of the LH surge to increase 3′5′ 
cyclic adenosine monophosphate (cAMP), which blocks 
synthesis of estradiol from progesterone via androgens. 
The resulting increase in progesterone in the follicular 
tissue contributes to increases in secretion of PGE2 and 
PGF2α, which contribute sequentially to hyperemia of 
the follicle and proteolytic activity (PGE2) and to con-
tractions of smooth muscle–type cells in the follicular 
wall (PGF2α). LH stimulates secretion of urokinase-type 
plasminogen activator (uPA) from the ovarian surface 
epithelium. The uPA stimulates conversion of interstitial 
plasminogen to plasmin, which activates latent collage-
nases in the apical follicular wall and releases TNFα from 
the thecal endothelium. Collagenolysis, potentiated by 
increases in transcription of matrix metalloproteinases 
(MMPs) in response to TNFα, and further supported by 
progesterone and prostaglandins, weakens and thins the 
apical follicular wall, leading to stigma formation and 
rupture. Tissue inhibitors of MMPs limit the degree of 
proteolytic damage and contribute to collagen remodel-
ing during the folliculo–luteal transition.

Ovarian Hormone Secretion
The primary steroids secreted by the ovary are pro-

gesterone, estradiol, and androstenedione. Although 
circulating androstenedione does not appear to play a 
physiological role in ewes,1 immunization against it has 
been used successfully to increase the ovulation rate.38 
Progesterone is secreted into the blood exclusively 
by the corpus luteum, whereas estradiol is secreted  
only by follicles.1 Progesterone concentrations are virtu-
ally undetectable early in the cycle and then rise gradu-
ally, in parallel with increases in the volume of luteal 
tissue, determined using ultrasound,39 from days 2 to 8  
to reach a maximal concentration ranging from 1.5 
to 4 ng/ml, depending on the breed.1,13 Progesterone 
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from work described in Moenter et al.9
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pic préovulatoire de LH survient spécifiquement à la fin de la période de repos, c'est-à-dire en 

fin de jour pour les rongeurs nocturnes (Figure 4) et en fin de nuit pour les rongeurs diurnes 

comme le rat roussard (Arvicanthis ansorgei)(McElhinny et al. 1999). Chez la femme 

également, il a été montré que dans 50 à 80 % des cas le pic de LH survient en fin de période 

de repos, c’est-à-dire entre 4 et 8 heures du matin (Figure 5)(Cahill et al. 1998)(Kerdelhué et 

al. 2002).  

 

 
 

Figure 4 : Profils de sécrétion de LH chez des souris femelles C57BL/6J en proestrus. A, Profils individuels 

de LH de sept souris individuelles le jour du proestrus, 2 heures avant et 2h après l’extinction de la lumière. 

Concentrations moyennes (SEM) de LH chez cinq souris en proestrus. Les concentrations circulantes de LH 

augmentent 1 heure avant l’extinction de la lumière. Les niveaux de chez LH des souris en diestrus, échantillonnées 

au cours de la même période, ne montrent aucune augmentation à la transition jour/nuit. D’après (Czieselsky et al. 

2016). 
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Figure 5 : Fréquence de survenue du pic préovulatoire de LH en fonction de l’heure de la journée chez la 

femme. Données établies à partir de 155 cycles menstruels (sur 169 cycles observées) (chez 35 femmes consultant 

pour une infertilité d’origine gynécologiques ou idiopathiques). D’après (Cahill et al. 1998). 

 

Après le pic de LH et jusqu’à la fin du cycle reproducteur, la fréquence des pulses de LH 

diminue significativement (un pulse toutes les 2 à 6 heures) et la variabilité des amplitudes de 

ces pulses augmente (Melmed and Kaiser Ursula. 2010)(Figure 6). 
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Figure 6 : Profils représentatifs de la sécrétion de LH chez la souris femelle C57BL/6J à différents stades 

du cycle estrien. Deux exemples sont donnés pour chaque étape A – H. Les impulsions détectées par l'algorithme 

DynePeak sont indiquées par un astérisque. L'échantillonnage a été réalisé en milieu de journée entre 11h00 et 

13h00. D’après (Czieselsky et al. 2016). 

 

B. Les neurones à GnRH 
 

La sécrétion des gonadotrophines hypophysaires, LH et FSH, est sous le contrôle d’une 

neurohormone hypothalamique, l’hormone libérant les gonadotrophines (GnRH) synthétisée 

dans des neurones localisés au niveau de l’aire préoptique (APO) et de l’organum vasculosum 

laminalis terminalis. Ces neurones projettent vers l’éminence médiane où la GnRH est sécrétée 

de façon pulsatile directement dans la circulation porte hypophysaire. La GnRH active des 

from each genotype followed by 200 ng/kg GnRH administered
sc and a second tail-tip blood sample taken 15 minutes later.

Experiment 4: LH surge profiling
The LH surge profiles of intact proestrous and OVX, estra-

diol-treated mice were evaluated. Wild-type C57BL/6 adult fe-
male mice were handled and vaginal cytology assessed as noted
above and mice in the proestrous (n ! 11) and diestrous stages
(n ! 6) of the estrous cycle identified. Beginning at 4:00 PM (2 h
before lights off), tail-tip blood samples were taken every 30
minutes until 8:00 PM (2 h after lights off). To examine the es-
trogen-induced surge, 10 wild-type C57BL/6 adult female mice
were anesthetized with isoflurane, ovariectomized, and given a sc
SILASTIC brand estradiol implant as detailed above. Six days
later, mice were given a sc injection of estradiol benzoate (1 !g
in 100 !L) at 9:00 AM. The following day, 30-minute interval
tail-tip bleeding was performed on OVX"E"E mice from 4:30
PM to 8:00 PM. This OVX"E"E protocol, again developed by

Bronson (19), is commonly used to gen-
erate an LH surge in mice (11, 22–24).

Analysis
Blood samples were analyzed for LH

content by a sandwich ELISA as reported
previously (13, 25). The assay sensitivity
was 0.002 ng/mL, with intra- and inter-
assay coefficients of variation of 6% and
9%. The DynPeak algorithm was used to
detect LH pulses (26). For each detected
pulse, the amplitude was determined by
subtracting the highest LH value from
the basal value immediately prior to the
onset of the pulse. Overall basal levels of
LH secretion were determined by com-
bining a minimum of the 10 lowest LH
measurements from each mouse. Mean
levels of LH release were the average of
all values collected over the sampling
period.

Statistical analysis of basal and mean
LH levels, pulse frequency, and pulse am-
plitude between groups was analyzed us-
ing a one-way ANOVA with a post hoc
Tukey’s multiple comparison. The ef-
fects of GnRH on LH secretion in
GNR23 mice were assessed using paired
t tests. The LH surge profiles were
assessed using a repeated-measures
ANOVA, Comparisons between peak
LH levels achieved during the surge in
proestrous and OVX"E"E mice were
evaluated with a Mann-Whitney test.

Results

Experiment 1: LH pulse profiles
in intact female mice

Basal LH levels were low (#0.25
ng/mL) and not different across the

four stages of the estrous cycle (Table 1). Individual LH
pulses were detected at all stages of the cycle and appeared
as sharp increments in LH, with a slower descending phase
(Figure 1). Differences existed in the frequency of LH
pulses across the cycle (Figures 1 and 2A). Pulse frequency
was similar between metestrous (1.90 $ 0.27 pulses per
120 min), diestrous (2.00 $ 0.25), and proestrous (2.20 $
0.20) mice but significantly reduced in estrous animals
(0.44 $ 0.14; P # .001, ANOVA with post hoc Tukey’s
test; Figures 1 and 2A) in which 11 of the 18 estrous mice
exhibited no pulses during the sampling period (Figure
1H). Pulse amplitude showed a gradual reduction across
the cycle being highest at metestrus (0.98 $ 0.12 ng/mL)
and lowest in estrus (0.55 $ 0.11 ng/mL, Figure 2C;
ANOVA F ! 3.665, P # .05, but no significant post hoc

Figure 1. Representative profiles of LH secretion in female mice at different stages of the
estrous cycle. Two examples are given for each stage A–H. Pulses detected by the DynePeak
algorithm are indicated with an asterisk. Sampling was undertaken between 11:00 AM and 1:00 PM.

4796 Czieselsky et al LH Pulse and Surge in Mice Endocrinology, December 2016, 157(12):4794–4802
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récepteurs spécifiques localisés sur les cellules gonadotropes hypophysaires ce qui induit la 

synthèse et la libération de LH et de FSH. Les neurones à GnRH sont considérés comme la clef 

de voûte de l’axe reproducteur, comme l’ont montrées les mutations des gènes codant pour la 

GnRH (Bouligand et al. 2009) ou de son récepteur (Chevrier, Guimiot, and de Roux 2011). En 

effet ces mutations sont décrites comme responsables de tableau d’hypogonadisme 

hypogonadotrope isolé (HHI) congénitaux normosmique avec retard pubertaire et infertilité 

(Chevrier, Guimiot, and de Roux 2011). La pulsatilité de la libération de GnRH est critique 

pour induire une sécrétion correcte des gonadotrophines, et il existe une corrélation très étroite 

entre la pulsatilité de sécrétion de GnRH et la sécrétion de LH et de FSH. L’administration 

pulsatile de GnRH permet la sécrétion de LH et de FSH tandis que l’administration continue de 

GnRH induit un blocage réversible de la sécrétion des gonadotrophines (Knobil et al. 

1980)(Figure 7). De plus, selon la fréquence des pulses de GnRH, la sécrétion de LH et de FSH 

sera régulée différemment (Figure 8). Chez des patientes souffrant d’un syndrome de Kallmann, 

l’administration exogène pulsatile de GnRH (un pulse par heure) est capable de restaurer le pic 

préovulatoire de LH, l’ovulation et un cycle menstruel normal (Crowley and McArthur 

1980)(Chryssikopoulos et al. 1998). 

 
Figure 7 : L’administration pulsatile de GnRH chez le singe rhésus est essentielle pour la sécrétion 

physiologique de LH et de FSH. D’après (Knobil et al. 1980). 
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Figure 8 : La fréquence d’administration pulsatile de la GnRH a des effets différents sur la sécrétion des 

gonadotrophines. Une fréquence d’administration de 1 pulse/heure de la GnRH favorise la sécrétion de LH, tandis 

qu’une fréquence de 1 pulse/3heures favorise la sécrétion de FSH et diminue la sécrétion de LH. D’après (Knobil 

et al. 1980). 

 

C. Les neurones à kisspeptine  
 

a. Généralités  

 

De nombreux neurotransmetteurs ont été proposés comme régulant l’activité des 

neurones à GnRH jusqu’à la découverte d’un puissant activateur de la libération de la GnRH, 

un neuropeptide appelé kisspeptine (Kp). En 1996, l’équipe du Dr D.R. Welch a découvert un 

gène localisé au niveau de deux exons du chromosome 1 de la souris, encodant un peptide 

appelé métastine à cause de ses propriétés anti-métastatiques sur des cellules issues de 

mélanome malin (Lee et al. 1996).  Ce gène a été nommé KISS, en référence au chocolat 

« KISS » fabriqué dans la région de Hershey où cette équipe était établie. 

Cependant, le récepteur de ce peptide, GPR-54 (ou KISS1R) découvert plus tardivement, 

s’avéra avoir un rôle majeur dans la physiologie reproductrice. En effet en 2003, deux groupes 

reportent chez l’humain que des mutations inactivatrices sur le gène GPR-54 sont responsables 

de tableau d’hypogonadisme hypogonadotrope isolé (HHI) congénitaux normosmique chez 
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deux familles consanguines (de Roux et al. 2003)(Seminara et al. 2003)(Figure 9). En parallèle 

un phénotype identique a été rapporté chez des souris présentant une délétion homozygote du 

gène GPR-54 (Seminara et al. 2003)(Lapatto et al. 2007)(Figure 10). Depuis, d’autres mutations 

de GPR-54 ont été décrites chez l’humain (Brioude et al. 2013)(Francou et al. 

2016)(Nalbantoglu et al. 2019)(Moalla et al. 2019). De manière générale, les mutations sur le 

gène de GPR-54 seraient responsables de 2% des HHI (Francou et al. 2016). 

 

 

 
Figure 9 : Phénotype biochimique chez un patient porteur des mutations R331X et X399R de GPR-54. Le 

graphique A montre la sécrétion de base de LH autour de 2,0 UI/l (mesures à 10 minutes d’intervalle) sur une 

période de 24 heures. Les flèches représentent des pulses de LH. Le graphique B montre la réponse de la LH suite 

à l’administration pulsatile exogène de GnRH (administrée à différentes doses, dans un ordre aléatoire). Les zones 

ombrées des graphiques A et B représentent la concentration moyenne (± 2 déviation standard) de la sécrétion de 

LH chez 20 hommes normaux. Adapté d’après (Seminara et al. 2003). 
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Figure 4. Biochemical Phenotyping in a Patient Carrying the GPR54 Mutations R331X and X399R.

Panel A shows the base-line pattern of luteinizing hormone secretion, with measurements of the gonadotropin at 10-minute 
intervals over a 24-hour period. The pooled luteinizing hormone concentration was 2.0 IU per liter, the pooled follicle-
stimulating hormone concentration 3.9 IU per liter, and the pooled testosterone concentration 1.22 nmol per liter (nor-
mal range, 11.42 to 33.6); the testicular volume was 1 ml for each testis. The shaded areas in Panels A and B represent 
the mean concentration (±2 SD) of secretion of luteinizing hormone among 20 normal men. Arrowheads represent puls-
es. Panel B shows the luteinizing hormone response to exogenous pulsatile gonadotropin-releasing hormone adminis-
tered intravenously in a range of doses. The doses were administered in random order. The pooled testosterone concen-
trations ranged from 20.90 to 23.65 nmol per liter; the testicular volume was 6 ml for the right testis and 8 ml for the left 
testis. The patient received exogenous pulsatile gonadotropin-releasing hormone subcutaneously every two hours on an 
outpatient basis for 11 months before the study began. Panel C shows the dose–response curve for the patient, drawn 
with a regression line. The data for the patient fall to the left of the 95 percent confidence intervals around the mean am-
plitudes of the luteinizing hormone response in six other men with idiopathic hypogonadotropic hypogonadism who 
were receiving the same regimen. 
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Figure 10 : Anatomie gonadique et caractéristiques sexuelles secondaires de souris sauvages et mutées au 

niveau du gène GPR-54. Les panneaux A et B montrent la réduction de la taille des testicules chez les souris 

mutantes (-/-) par rapport à des souris sauvages (+/+).  Les panneaux C, D, E et F montrent la réduction du nombre 

de spermatozoïdes dans les tubules séminifères (D) et l'absence de spermatozoïdes dans l’épididyme (F) ; chez les 

souris mâles mutées (-/-) par rapport aux souris sauvages (C et E). Le panneau H montre un développement réduit 

de la glande préputiale chez des souris mutées par rapport aux souris sauvages (G). Les panneaux I et J montrent 

l’absence chez les souris mutées (J) et la présence chez les souris sauvage (I) de la zone prépubère X dans la glande 

surrénale. Les panneaux K et L montrent une réduction de la formation de canaux mammaires chez les souris 

mutées (L) par rapport au souris sauvages (K) (la masse sombre est constituée de ganglions lymphatiques). Les 

panneaux M et N montrent la présence chez les souris sauvages (M) et l'absence chez les souris mutées (N) de 

follicule de De Graaf et de corps jaunes (CL). Les barres d’échelles sont de 0,5 cm (A, B) ; 50 µm (C, D) ; 100  

µm (E, F) ; 1 cm (G, H) ; 20  µm (I, J) ; 0,5 cm (K, L) et 300  µm (M, N) D’après (Seminara et al. 2003). 
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Le gène KISS1 encode un propeptide de 145 amino acides, Kp145, lequel est clivé en plusieurs 

peptides avec différents nombres d’acides aminés, de 54 (Kp 54 anciennement appelé 

métastine) à 10 acides aminés (Kp10). Ces différents peptides sont caractérisés par la même 

séquence de 10 acides aminés en position C terminale (Y N W N S F G L R F–NH2), ce qui 

leur confère la même activité sur le récepteur KISS1R. La découverte du rôle de KISS1R dans 

la fonction reproductrice a été une étape importante dans le domaine de la biologie de la 

reproduction, et actuellement, de nombreuses études indiquent que les Kp sont des régulateurs 

critiques de la différenciation et de la maturation normale de la fonction reproductrice chez 

l’ensemble des mammifères, y compris chez l’humain (Pinilla et al. 2012). Dans des modèles 

de souris Kiss1-knockout, un HHI associé à une infertilité est également observé (Lapatto et al. 

2007). Cependant une variabilité phénotypique avec une atteinte de l’axe gonadotrope variable 

est observée entrainant, parfois, des phénotypes moins sévères comparativement aux souris 

GPR-54-knockout. Chez les modèles de souris GPR-54-knockout, aucune anomalie de 

migration des neurones à GnRH n’est observée, l’axe gonadotrope est fonctionnel et stimulable 

par des injections de GnRH (Messager et al. 2005)(García-Galiano et al. 2012). Certains sous-

groupes de souris Kiss1-knockout présentent des cycles estriens mais sans ovulation, malgré la 

persistance d’un axe gonadotrope fonctionnel (Lapatto et al. 2007)(Chan et al. 2009). Une autre 

étude, ayant supprimé l’expression de Kp chez des souris, rapporte l’absence d’anomalie de la 

puberté ou de la fertilité, mais simplement des ovaires de plus petite taille (Mayer and Boehm 

2011). Il est possible que dans cette dernière étude, l’ablation du gène Kiss1 soit incomplète. 

Chez l’humain, des tableaux d’ HHI normosmique ont également été décrits en cas de mutation 

perte de fonction du gène Kiss1 (Topaloglu et al. 2012a).  

Les données in vivo montrant l’effet d’injection de Kp (injectée par voies intraveineux (IV), 

sous-cutanée (SC) ou ICV ont pour la majorité été obtenues chez des modèles animaux mâles 

(Tableau 1). Des travaux réalisés chez des souris femelles prépubertaires  ont montré une 

augmentation de la sécrétion de LH après des injections SC de Kp (Matsui et al. 2004). Chez 

les brebis (avec ou sans OVX avec implants d’œstrogènes), l’infusion continue de Kp par voie 

SC ou IV induit une sécrétion de LH comparable à celle du pic préovulatoire physiologique 

(Caraty et al. 2007)(Sébert et al. 2010) ; un effet plus important que celui obtenu suite à des 

injections uniques (même avec des doses supérieures). A notre connaissance aucune donnée 

n’existe sur l’effet d’injection de Kp chez des rongeurs femelles adultes le jour du proestrus. 

L’ensemble de ces données montre, que le système KISS/KISS1R est indispensable pour une 

maturation complète de la fonction de reproduction.  
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b. Neuroanatomie des neurones à Kisspeptine 

 

Les neurones à Kp sont localisés au niveau de deux aires hypothalamiques, les noyaux 

arqués (ARN), et plus rostralement dans l’APO avec une localisation différente selon les 

espèces tels que les noyaux périventriculaires antéroventraux (AVPV) chez les rongeurs. Chez 

les rongeurs, les neurones Kp de l’AVPV projettent essentiellement sur les corps cellulaires des 

neurones à GnRH tandis que les neurones à Kp de l’ARN envoient des projections au niveau 

des terminaisons nerveuses des neurones à GnRH dans l’éminence médiane (Gottsch et al. 

2004)(Clarkson and Herbison 2006)(Clarkson et al. 2009)(Yip et al. 2015). Par ailleurs, les 

neurones Kp de l’ARN synthétisent deux autres neuropeptides : la neurokinine B (NKB) et la 

dynorphine (DYN). Il a été proposé que le NKB et la DYN active et inhibe, respectivement, la 

libération de Kp conférant à ces neurones  KNDys de l’ARN un rôle régulateur de la pulsatilité 

de la GnRH (Plant 2019). 

De façon notable, les neurones à Kp de l’AVPV présentent un dimorphisme sexuel important, 

avec 5 à 10 fois plus de neurones à Kp chez les femelles comparativement aux mâles chez les 

rongeurs (Smith et al. 2005)(Clarkson and Herbison 2006)(Kauffman et al. 2007)(Ansel et al. 

2010) et l’humain (Hrabovszky 2014).  

 

c.   Effet de la kisspeptine sur l’axe gonadotrope 

 

Le Kp est un puissant stimulateur de la libération de GnRH et donc de la sécrétion des 

gonadotrophines chez l’ensemble des espèces de mammifère jusque-là explorées (Gottsch et al. 

2004)(Navarro et al. 2005)(Dhillo et al. 2005). En effet, l’injection de Kp (périphérique ou 

centrale) permet une augmentation de la sécrétion des gonadotrophines et de la fréquence des 

pulses (LH plus que la FSH)(George, Anderson, and Millar 2012a) et ce de façon GnRH-

dépendante chez les rats (Navarro, Castellano, et al. 2004)(Matsui et al. 2004), souris (Messager 

et al. 2005), hamsters (Revel et al. 2006)(Ansel et al. 2010), ovins (Arreguin-Arevalo et al. 

2007), brebis (Caraty et al. 2007) (Figure 11) et singes (Guerriero et al. 2012). Des injections 

ICV de Kp sont suffisantes pour entrainer une sécrétion de LH chez le rat et chez le singe 

(Navarro et al. 2005)(Plant, Ramaswamy, and Dipietro 2006). Les injections de Kp doivent être 

courtes et espacés d’un délai d’au moins 2 heures pour induire une sécrétion de LH car autant 

chez le rat mâle que chez la souris femelle, les injections répétées de Kp induisent une 

désensibilisation des KISS1R au niveau des neurones à GnRH (Tovar et al. 2006)(d’Anglemont 
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de Tassigny et al. 2008). Il y a donc, avec les Kp, le même phénomène de tachyphylaxie que 

celui induit par des injections continues de GnRH chez des singes rhésus (Knobil et al. 1980). 

De façon notable, la libération de Kp au niveau de l’éminence médiane chez le singe rhésus est 

pulsatile (Roseweir et al. 2009) et l’application de Kp de manière pulsatile est capable 

d’entrainer la sécrétion de LH chez le singe juvénile (Plant 2006). Il a été montré que 

l’application pulsatile de Kp, au niveau d’explants hypothalamiques de souris, entraine une 

activation synchrone de la transcription du gène de la GnRH avec une stimulation robuste de la 

sécrétion de GnRH (Choe et al. 2013).  

Enfin, chez les hamsters mâles (Revel et al. 2006) et femelles (Cázarez-Márquez et al. 2019) 

ainsi que chez la brebis (Caraty et al. 2007), le puissant effet du Kp est illustré par sa capacité 

à restaurer une activité de reproduction normale chez des individus gardés en photopériode 

courte (hamster) ou longue (brebis) inhibitrice. De plus, il a été démontré que l'administration 

de Kp stimule l'ovulation chez le rat (Matsui et al. 2004), le mouton (Caraty et al. 2007), la 

musaraigne musquée (Inoue et al. 2011), ou encore dans un contexte d’hyperprolactinémie 

induite chez la souris (Sonigo et al. 2012). 

L’ensemble des données expérimentales sur l’effet d’injection de Kp sur la sécrétion de LH 

sont données dans le tableau 1. 
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Figure 11 : Effet de la kisspeptine (Kp) sur la sécrétion des gonadotrophines chez la brebis  

A : Profils individuels de sécrétion de la LH chez des brebis en anestrus infusées avec du Kp pendant 6, 12 ou 24h 

(n = 8 / groupe). La période d'infusion est représentée par les barres noires et les flèches. Le pic préovulatoire de 

LH s'est produit entre 19 et 34 h après le début de la perfusion de Kp, à l'exception d’une brebis (n° 11), qui a 

présenté un pic préovulatoire de LH plus tardif (après 43 h). 

B : Effet d’une perfusion intraveineuse de Kp sur les concentrations moyennes (± SEM) de LH, d’hormone 

folliculo-stimulante (FSH), d’hormone de croissance (GH) et de prolactine (PRL) chez 9 brebis ayant eu un pic de 

préovulatoire de LH. Le début de la perfusion de Kp est indiqué par les flèches. L'infusion de Kp a duré 43 h. Les 

barres représentent les concentrations moyennes (± SEM) pour 3 périodes successives de 5 h : -5 à 0 h (c’est-à-

dire pré-perfusion, barres blanches), 0 à 5 h (barres grises) et 5 à 10 h (barres noires). * P <0,05 ; ** P <0,01. 

D’après (Sébert et al. 2010). 
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Tableau 1 : Données expérimentales sur l’effet d’injection de Kp sur la sécrétion de LH 

Effet d’injection de Kisspeptine sur la LH (1 nmol = 1.3 µg) 

Références  Espèce 
(n)  

Site / voie 
d’injection  

Type de 
neuropeptide  

Dose Délai de dosage de la 
LH après injection 

Remarques  

(Gottsch et 
al. 2004) 

Souris adulte 
mâle 
(n=5 par 
groupe)  

ICV Kp10 
 
Kp54 
 

1 nmol  
0.1fmol 
10 fmol 
0,1 pmol 
10 pmol 
0,1 à 5 nmol 
 

30 min  Quel que soit la dose de Kp10 et Kp54, 
augmentation significative de la LH le plus 
souvent restant < 5 ng/ml  
 
 
  

(Thompson 
et al. 2004) 

Rat male adulte 
(n>100)  

ICV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IP 

Kp10  0,1 nmol 
0,3 nmol 
1 nmol 
3 nmol 
 
3 nmol 
 
 
 
 
 
10, 30 et 100 
nmol 

60 min  
 
 
 
 
10, 20 et 60 min  
 
 
 
 
 
20 min  

Augmentation de la sécrétion de LH à partir 
de 1 nmol avec une moyenne < 10 ng/ml 
 
 
 
Augmentation significative de la sécrétion de 
LH à tous les temps (maximum de sécrétion 
de LH à 60 min, avec une moyenne < 6 
ng/ml) 
 
 
Augmentation de la sécrétion de LH 
significative à partir de 100 nmol. 

(Shahab et 
al. 2005) 

Singe juvénile 
male (n=3-4) 

ICV et IV hKp 10 (112-
121) 

100 µg  Toutes les 30 min 
durant 4h 

Augmentation de la sécrétion de LH (ICV et 
IV) avec un pic à 30 min < 16-20 ng/ml.  

(Matsui et 
al. 2004) 

Rat male adulte 
(n=5) 
 
Rat femelle pré 
pubère (n=5) 

SC  
 
 
SC 

Métastatine 
(hKp) 

6.7 nmol 
 
 
6.7 nmol 

0, 1, 2 et 4h  
 
 
0, 1, 2 et 4h 

Augmentation de la sécrétion de LH après 
injection (pic < 40 ng/ml). 
 
Augmentation de la sécrétion de LH 1 et 2h 
après injection (pic < 40 ng/ml). 

(Irwig et al. 
2004) 

Rat adulte male  
(n=5) 

ICV  Kp54 0,5 nmol 60 min Augmentation moyenne de la LH < 6 ng/ml 

(Messager 
et al. 2005) 

Souris male 
adulte (gpr54-/- 
et sauvage) 
 
Brebis 
acyclique 
OVX + 
implants 
d’E2) 

IP  
 
 
 
ICV en 
infusion 
continue 

mKp 105-119 
 
 
 
hKp10  

10 µmol 
 
 
 
50 nmol sur 
4h 
 
 
 
 

30 min  
 
 
 
Toutes les 10 min 
durant 10h 

Augmentation de la sécrétion de LH chez la 
souris contrôle (moyenne < 3 ng/ml) 
 
 
Augmentation de la sécrétion de LH (les 2 
premières heures) avec des valeurs de LH < 
12 ng/ml (effet immédiat). Chez certaines, 
valeurs de LH < 4 ng/ml. 

(Han et al. 
2005) 

Souris mâle 
prépubère et 
adulte  
(n=6) 

ICV 
 

Kp10 10 fmol 
0,1 pmol 
0,1 nmol 

30 min  Variabilité d’effet selon l’âge : Prépubère : 
effet sur la LH à partir de 0,1 nmol 
Adulte : effet sur la LH quelque soit la dose 
avec une moyenne de LH < 6 ng/ml  

(Navarro et 
al. 2005) 

Rat mâle 
adulte 
(n=10) 
 

ICV 
 
 
 
 
IV 

Kp10 0,01 nmol 
0,1 nmol 
0,5 nmol 
1 nmol 
 
7,5 nmol 

15, 30 et 60 min 
 
 
 
 
Durant 5 h 

Augmentation de la sécrétion de LH quelque 
soit la dose et le temps de mesure  
 
 
 
Cinétique d’effet après injection IV 
(prélèvement par 15 min durant 5 heures) 
avec des pics de LH < 5 ng/ml 

(Tovar et al. 
2006) 

Rat mâle 
adulte 

IV  Kp 10  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
hKp10 et 
Kp54 

0.1, 1 et 10 
ug 
 
 
 
10 ug toutes 
les 75 min à 4 
reprises 
(durée total 
450 min) 
 
3 nmol/kg  

Toutes les 15 min 
durant 3h 

Augmentation de la sécrétion de la LH avec 
un pic à 15 min post injection avec une 
moyenne < 4 ng/ml  
 
 
Augmentation de la sécrétion de LH à 4 
reprises 
 
 
 
 
Augmentation de la sécrétion de LH 
comparable (moyenne < 5 ng/ml) 
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Références  Espèce 
(n)  

Site / voie 
d’injection  

Type de 
neuropeptide  

Dose Délai de dosage de la 
LH après injection 

Remarques  

(Caraty et 
al. 2007) 

Brebis adulte 
acyclique 
saisonnière 

IV Kp10 1.6 à 100 
nmol (1 
injection) 
 
6.2 nmol (6 
injections) 
 
150 nmol en 
1 injection ou 
en IVL 

Durant 5 h 
 
 
 
Durant 5 h 
 
 
Entre 6 et 10h 

Augmentation de la sécrétion de LH fugace 
de façon dose dépendante (LH < 2 ng/ml) 
 
 
Augmentation de la sécrétion de LH à 6 
reprises (< 3 ng/ml)  
 
Amplitude comparable (< 3ng/ml), durée de 
l’augmentation de LH plus longue en cas 
d’IV lente 

(Roa et al. 
2009) 

Rat femelle  ICV infusion 
continu  

Kp10 (110-
119 et 112-
121) 

7.5 nmol/jour  
(10 ug/jour) 
durant 7 jours  

ZT 2 (LD14/10) durant 
7 jours  
Cycle estrien non 
connu.  

Augmentation rapide et transitoire de la LH 
(< 2.5 ng/ml) rapidement suivi d’une 
normalisation  

(Sébert et 
al. 2010) 

Brebis adulte 
acyclique  
(n= entre 8 et 
11 par groupe) 

IV en continu 
sur 12 à 43h 

Kp10 15.2 nmol/h 
durant 43h 
(dose 
cumulée : 
0.65 µmol) 
 
 
 
 
15.2 nmol/h 
durant 6, 12 
ou 24h  

Toutes les 10 min 
durant 15h : durant 5h 
avant l’infusion, puis 
durant 10h après le 
début de l’infusion. 
Puis toutes  les heures 
jusqu’à la fin de 
l’infusion  
 
Toutes les heures 
durant 28h  
 

Pic de LH dans la suite immédiate de 
l’infusion (restant < 20 ng/ml) puis 20 h 
après le début de l’infusion (moyenne de LH 
à 60 ng/ml).  
 
 
 
 
 
L’occurrence d’un pic de LH dépend de la 
« durée d’infusion ». Plus la durée d’infusion 
augmente plus la concentration E2 induite 
par Kp augmente. Un pic de LH suit entre 19 
et 34h après le début de l’infusion.  A noter 
un pic de LH observé à 43h après le début de 
l’infusion. 
L’occurrence du pic de LH survient dans 
75% des cas si l’infusion dure 24h (12h = 
50%, 6h = 12.5%). 

(García-
Galiano et 
al. 2012) 

Souris adulte 
mâle GPR-54-/-  
et sauvage  
 n=10 

IP Kp10  7,5 nmol 15 min  Augmentation de la sécrétion de LH pour les 
GPR-54 +/+ 

 
La sécrétion de LH augmente en moyenne de 
7 ng/ml. 

 

d. Pertinence de Kp chez l’humain  

 

Même si la découverte du rôle fondamental de KISS1R dans la reproduction a été faite 

chez l’humain (de Roux et al. 2003) depuis, la plupart des études visant à comprendre le rôle et 

les mécanismes d’action de Kp dans la reproduction ont été réalisées chez des rongeurs. Ce 

chapitre rassemble les données de la littérature démontrant le rôle de Kp dans la reproduction 

humaine.  

 

1. Nouvelles évidences génétiques du rôle de Kp     

 

Depuis les deux études pionnières de 2003 (de Roux et al. 2003)(Seminara et al. 2003), 

d’autres données génétiques confirment que le Kp joue un rôle clé dans le contrôle de la 

fonction de reproduction chez l'humain. Les mutations de KISS1 (Topaloglu et al. 2012b) et 

KISS1R (de Roux et al. 2003)(Seminara et al. 2003)(Semple et al. 2005)(Lanfranco et al. 

2005)(Tenenbaum-Rakover et al. 2007)(Teles et al. 2010)(Breuer et al. 2012)(Brioude et al. 
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2013)(Demirbilek et al. 2015)(Francou et al. 2016) seraient responsables d'environ 2% des cas 

d’HHI. Des mutations activatrices autant sur KISS1 (Silveira et al. 2010) que dans KISS1R 

(Teles et al. 2008) ont également été décrites avec pour conséquence un tableau de puberté 

précoce. 

Chez l’humain, une vingtaine de mutations pertes de fonctions sur KISS1R ont été décrites. 

Dans une cohorte de 603 patients suivi pour un HHI normosmique, 10 nouveaux variants ont 

été identifiés dans KISS1R, soit une prévalence de 2% dans cette cohorte (Figure 12). La plupart 

des patients portaient une mutation de KISS1R à l'état biallélique, ceci étant en faveur d’une 

transmission autosomique récessive (Francou et al. 2016). 

A titre d’exemple, une étude a rapporté le cas d’une famille de parents consanguin, avec dans 

leurs descendances 4 filles âgées de 12 à 30 ans présentant une mutation homozygote du gène 

KISS1 avec cliniquement un retard pubertaire associé à un HHI. La plus âgée de cette fratrie 

présentait une mutation homozygote c.345 C®G de KISS1, avec un retard pubertaire complet 

jusqu’à l’âge de 19 ans. A cet âge un traitement substitutif par œstrogène a été instauré mais 

aucune donnée sur la fertilité de cette dernière n’est disponible (Topaloglu et al. 2012a). 

 

 
Figure 12 : Schéma du gène KISS1R avec des sites de mutation chez des patients souffrant d’hypogonadisme 

hypogonadotrope congénital. Les variants nouvellement décrits sont en rouge et les variants déjà publiés par 

d’autres équipes sont en noir (Francou et al. 2016). Les carrés représentent les mutations non-sens, les triangles 

représentent les mutations faux-sens. Toutes ces mutations sont indiquées conformément à la nomenclature de la 

Human Genome Variation Society (HGVS). D’après (Francou et al. 2016). 



	 37	

2. Kp dans le cerveau humain  

 

Sur des échantillons d’autopsie de femmes pré- et post-ménopausiques, des neurones à 

Kp ont été localisés dans la partie caudale du noyau de l’infundibulum hypothalamique 

(équivalent de l’ARN chez les rongeurs)(Rometo et al. 2007) et ce groupe de neurones s'étend 

dans la partie proximale de la tige infundibulaire. Les neurones à Kp co-expriment la NKB et 

la DYN qui sont également essentiels dans la reproduction humaine. En effet, des mutations 

inactivatrices sur les gènes codant pour la NKB et son récepteur (NK3R) entraînent un HHI 

congénital normosmique avec de faibles niveaux de LH et une absence de puberté, malgré des 

taux de FSH quasi normaux (Topaloglu et al. 2009)(Young et al. 2010). Le cerveau humain n’a 

pas l’équivalence anatomique de l’AVPV des rongeurs, mais dans la région rostrale de 

l’hypothalamus, des neurones à Kp sont localisés au niveau des noyaux ventraux 

périventriculaires (PeN) et dans les subdivisions parvocellulaires antérieures des noyaux 

paraventriculaires (PVN)(Hrabovszky et al. 2010). Comme chez les rongeurs, les neurones à 

Kp dans cette zone préoptique présentent un dimorphisme sexuel avec plus de neurones chez 

les jeunes femmes que chez les hommes (Herbison 2008)(Hrabovszky et al. 2010)(Hrabovszky 

2014)(Figure 13). Les populations de neurones à Kp du noyau infundibulaire et de la zone 

préoptique projettent sur les neurones à GnRH dans l'hypothalamus médiobasal (Hrabovszky 

2014)(Figure 14). Chez l'humain, l'ARNm de KISS1R est fortement exprimé dans différentes 

régions du cerveau (cervelet, cortex cérébral et tronc cérébral), dans l'hypophyse et dans le 

placenta (Muir et al. 2001).  
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Figure 13 : Dimorphisme sexuel des neurones à kisspeptine dans le noyau infundibulaire hypothalamique de 

sujets humains âgés. Les microphotographies ont été prises chez un homme de 59 ans (A, C) et une femme de 66 

ans (B, D). Les corps cellulaires des neurones à kisspeptine (D) sont plus grands chez les femmes ménopausées 

que chez les hommes âgés (C). L'hypertrophie neuronale reflète l’absence de rétrocontrôle négatif des œstrogènes 

chez les femmes ménopausées. Les neurones à kisspeptine montrent également d’autres différences sexuelles 

importantes. Le nombre de corps cellulaires et la densité de fibres kisspeptinergiques sont beaucoup plus élevés 

chez les femmes âgées (B) que chez les hommes (A). Échelle bar = 200 µm en (A, B) et 50 µm en (C, D). Selon 

(Hrabovszky et al. 2010). 

 
 

Hrabovszky et al. Sexual dimorphism of human kisspeptin

FIGURE 1 | Sexual dimorphism of kisspeptin-IR and preproNKB-IR
neuronal elements in the Inf of aged human subjects. Kisspeptin
(A–D) and preproNKB (E–H) immunoreactivities were visualized using the
silver–gold-intensified Ni-DAB chromogen. The photomicrographs were
taken from the Inf of 59-year-old male (A,C) and 62-year-old male (E,G) and
66-year-old (B,D,F,H) female individuals. Both kisspeptin-IR (D) and
preproNKB-IR (H) cell bodies are larger in postmenopausal women
compared with aged men (C and G, respectively). Neuronal hypertrophy
reflects lack of estrogen negative feedback in postmenopausal women.
Kisspeptin neurons also show other robust sex differences in that the
number of KP-IR cell bodies and the density of kisspeptin-IR fibers are
much higher in aged women (B) compared with men (A). The number of
preproNKB-IR cell bodies is also higher in women (F) compared with men
(E), but the difference is less dramatic than in case of kisspeptin-IR cell
bodies. No obvious sexual dimorphism exists in the regional density of NKB
fibers (E–H). For quantitative comparisons, see Figures 2–4 . Scale
bar = 200 µm in (A,B,E,F) and 50 µm in (C,D,G,H).

EXPERIMENT 2. INCIDENCE OF KISSPEPTIN-IR AND PREPRONKB-IR
CELL BODIES IN THE Inf
Quantitative analysis of the labeled cell bodies (using the maxi-
mal number of labeled cell bodies per 0.25 mm2 counting frame
for each male and female individual) revealed the following
differences

In males, preproNKB-IR cell bodies showed a significantly
higher incidence compared with kisspeptin-IR cell bodies
(P = 0.0005). PreproNKB-IR neurons outnumbered kisspeptin-
IR neurons by 120% (Figures 1A,E and 3).

In females, the mean incidence of preproNKB-IR cell bod-
ies was only 23% higher than that of kisspeptin-IR perikarya.
This subtle difference was not statistically significant (P = 0.28;
Figures 1B,F and 3).

FIGURE 2 | Size of kisspeptin-IR and preproNKB-IR perikarya in the Inf
of aged men and women. The mean surface area covered by the silver–
gold-intensified Ni-DAB chromogen was used as an index of perikaryon
size. The area of immunolabeled cell bodies differs between aged men and
women in case of both peptides. The difference likely reflects a robust
neuronal hypertrophy in postmenopausal females. ∗P < 0.05.

FIGURE 3 | Regional abundances of kisspeptin-IR and preproNKB-IR
neuronal perikarya in the Inf of aged men and women. The maximal
number of immunoreactive cell bodies per 0.25 mm2 counting frame (1–6
per subject) was determined with the aid of an ocular frame and used as
the index of regional neuron density. The abundance of kisspeptin neurons
determined this way is much higher in aged women compared with aged
men, whereas the number of NKB cell bodies is only slightly (but
significantly) higher in females. Note also that men, unlike women, contain
2.2-times as many preproNKB-IR as kisspeptin-IR cell bodies. ∗P < 0.05.

Kisspeptin-IR cell bodies showed a 170% higher mean density
(incidence of cell bodies per 0.25 mm2 counting frame) in females
compared with males. This robust sex difference was statistically
significant (P = 0.002; Figures 1A,B and 3).

PreproNKB-IR cell bodies showed a 51% higher mean inci-
dence in females vs. males. This numerical sex difference was much
less conspicuous than for kisspeptin-IR cell bodies, but statistically
significant (P = 0.006; Figures 1E,F and 3).

EXPERIMENT 3. REGIONAL DENSITY OF KISSPEPTIN-IR AND
PREPRONKB-IR FIBERS
The Inf of aged men exhibited a few kisspeptin-IR fibers only, in
contrast with dense fiber networks in the Inf of postmenopausal
women (Figures 1A–D). PreproNKB-IR axons did not seem to
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Figure 14 : Distribution topographique des corps cellulaires de neurones à kisspeptine dans l'hypothalamus 

humain. Des diagrammes schématiques de sections coronales ont été générés à partir de sections représentatives 

de l'hémi hypothalamus humain. Les points verts correspondent à la distribution des corps cellulaires aux différents 

niveaux rostro-caudaux (a – f). Les données anatomiques sont combinées d'individus masculins et féminins d'âges 

variable. Sur le plan rostral (a), un groupe important de neurones Kp faiblement colorés apparaît dans le noyau 

hypothalamique périventriculaire ventral (Vpe) et dans la subdivision parvocellulaire antérieure du noyau 

paraventriculaire (PaAP). Derrière ce niveau (b), les neurones à Kp s’accumulent dans la partie magnocellulaire 

du noyau hypothalamique paraventriculaire (PaMc). Ces deux groupes de cellules sont les plus nombreux chez les 

jeunes femmes. Les neurones à Kp sont les plus nombreux dans l'infra-caudal et s'étendent dans la partie proximale 

de l'InfS (e). Les neurones à Kp de cette région sont plus nombreux dans les échantillons de femmes ménopausées.  

3V = troisième ventricule cérébral; Ac = commissure antérieure; BST = noyau du lit de la stria terminale; DHA 

= zone hypothalamique dorsale; DMH = noyau hypothalamique dorsomédial; Fx = fomix; HDB = branche 

horizontale de la bande diagonale de Broca; LHA = zone hypothalamique latérale; LSV = noyau septal 

ventrolatéral; Ltu = noyau tubulaire latéral; Mfb = faisceau médial du cerveau antérieur; MMC = partie 

magnocellulaire du noyau mammaire; Opt = tractus optique; OX = chiasma optique; Pa = noyau hypothalamique 

para-ventriculaire; Sch = noyau suprachiasmatique; SO = noyau supra-optique; VMH = noyau hypothalamique 

ventromédial. Barre d'échelle = 2,5 mm. Selon (Hrabovszky 2014). 
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which is common to all forms of mouse KP  [27]  and is 
90% identical to the corresponding human sequence 
(YNWNSFGLRF). Although the single amino acid sub-
stitution at the C-terminal KP sequence of the human re-
sults in a relatively low cross-reactivity (1%) of the #566 
rabbit antiserum with the human KP-10 peptide in radio-
immunoassay  [27] , this antibody was still suitable for im-
munohistochemical detection of human KP with the 
highly sensitive ABC technique and silver-gold-intensi-

fied nickel-diaminobenzidine chromogen  [10] . A second 
polyclonal antiserum (GQ2; a gift from Dr. S.R. Bloom; 
London, UK) we used was raised in sheep specifically 
against the full-length KP-54 sequence of humans. This 
antiserum reacts with human KP-54, KP-14, and KP-10 
and shows virtually no cross-reactivity (<0.01%) with 
other related human RF amide peptides, including pro-
lactin-releasing peptide, neuropeptide FF, neuropeptide 
AF, and RF amide-related peptides (RFRP1, RFRP2, and 

a b c

d e f

  Fig. 1.  Topographic distribution of KP-IR cell bodies in the hu-
man hypothalamus. Schematic diagrams of coronal sections were 
generated with CorelDRAW from representative Nissl-stained 
sections of human hemihypothalami. Green dots correspond to 
the distribution of KP-IR cell bodies at the different rostro-caudal 
levels ( a–f ). Anatomical information is combined from male and 
female individuals of various ages. Most rostrally ( a ), a prominent 
group of faintly stained KP neurons occurs in the ventral periven-
tricular hypothalamic nucleus (Vpe) and in the anterior parvocel-
lular subdivision of the paraventricular nucleus (PaAP). Behind 
this level ( b ), labeled somata are accumulated in the magnocellu-
lar part of the paraventricular hypothalamic nucleus (PaMc). 
These two cell groups are most numerous in young female indi-
viduals and appear to be analogous, at least anatomically, to KP 
neurons in the RP3V in rodents  [24] . KP neurons are most nu-
merous in the caudal Inf ( e ). This cell group is likely to correspond 

to KP neurons of the ARC in laboratory animals and extends into 
the proximal portion of the InfS. KP neurons in this region are 
most numerous in samples from postmenopausal women  [62] . A 
third population of relatively darkly labeled KP neurons is scat-
tered in the periventricular region through the rostro-caudal ex-
tent of the human hypothalamus. 3V = Third cerebral ventricle; 
Ac = anterior commissure; BST = bed nucleus of the stria termi-
nalis; DHA = dorsal hypothalamic area; DMH = dorsomedial hy-
pothalamic nucleus; Fx = fomix; HDB = horizontal limb of the 
diagonal band of Broca; LHA = lateral hypothalamic area; LSV = 
ventrolateral septal nucleus; Ltu = lateral tuberal nucleus; Mfb = 
medial forebrain bundle; MMC = magnocellular part of the mam-
millary nucleus; Opt = optic tract; OX = optic chiasm; Pa = para-
ventricular hypothalamic nucleus; Sch = suprachiasmatic nucle-
us; SO = supraoptic nucleus; VMH = ventromedial hypothalamic 
nucleus. Scale bar = 2.5 mm. 
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3. Régulation de l’expression de Kp 

 

Une étude récente a montré qu'il existe une variation significative de l'expression du Kp 

au cours de la vie chez les hommes et les femmes (Taziaux et al. 2016). Chez l’homme, le 

nombre de neurones à Kp dans le noyau infundibulaire est significativement plus élevé chez les 

jeunes enfants au moment de la puberté (âgés de 5 mois à 14 ans) et chez les personnes âgées 

(58 à 90 ans) comparativement aux jeunes adultes (22 à 44 ans).  À tous les âges, les femmes 

expriment plus de Kp que les hommes (Taziaux et al. 2016). Des données similaires sont 

observées chez les rongeurs, où l'expression de Kp est plus faible pendant le développement 

néonatal et pré-pubertaire et atteint son maximum pendant la puberté (Navarro, Fernández-

Fernández, et al. 2004)(Clarkson and Herbison 2006). Chez des primates femelles également, 

l'expression de KISS-1 et GPR-54 dans l’hypothalamus augmente au moment de la puberté 

(Shahab et al. 2005).  

Pendant le cycle reproducteur des primates femelles adultes, l’expression de Kiss1 dans l’APO 

et l'ARN caudal varie avec un niveau plus élevé pendant la phase folliculaire, juste avant le pic 

préovulatoire de GnRH/LH, par rapport à la phase lutéale, alors que le nombre de fibres à Kp 

au contact des neurones à GnRH ne changent pas au cours du cycle menstruel 

(Smith et al. 2010). 

Pendant la grossesse, les taux circulants de Kp augmentent jusqu’à atteindre des valeurs 7 000 

fois plus élevées au troisième trimestre, en raison d’une expression accrue de Kp dans les 

syncytiotrophoblastes placentaires, puis ils reviennent à des niveaux normaux cinq jours après 

l’accouchement (Horikoshi et al. 2003). Certaines données suggèrent que cette augmentation 

de Kp est requise pour l'invasion des trophoblastes ainsi que pour l'angiogenèse nécessaire au 

maintien de la grossesse (Francis et al. 2014). En effet, des saignements précoces (Kavvasoglu 

et al. 2012), des avortements spontanés (Wu et al. 2014), une altération métabolique telle que 

le diabète ou l’hypertension artérielle (Cetković et al. 2012) ou des pré-éclampsies  (Cartwright 

and Williams 2012)(Logie et al. 2012)(Armstrong et al. 2009) ont pu être attribués à une 

diminution du niveau d'expression de KISS et de KISS1R au niveau placentaire. De plus, des 

données expérimentales récentes démontrent que la signalisation KISS/KISS1R joue un rôle 

dans l'implantation d'embryons de rongeurs (Calder et al. 2014). Ces données suggèrent que 

chez des femmes enceintes, des niveaux faibles de Kp pourraient entrainer des complications 

pouvant être prévenues par des injections de Kp en fin de grossesse. 
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4. Le Kp comme nouveau traitement de la fertilité ?  

 

L'ovulation est dépendante du pic de LH, lui-même sous le contrôle de la sécrétion 

pulsatile de GnRH. Chez la femme, il semble que le pic préovulatoire de LH survienne dans un 

contexte de modification de la réactivité des neurones à GnRH plutôt que d’une augmentation 

de la fréquence des pulses de GnRH (Hall et al. 1994). Une sécrétion pulsatile de GnRH est une 

condition préalable essentielle à la cyclicité menstruelle et à l'ovulation chez la femme (Adams 

et al. 1994). La dérégulation de la sécrétion de GnRH peut entraîner un HH, une infertilité et 

une perturbation du développement pubertaire. Dans ce contexte, un traitement par pompe 

libérant de la GnRH de façon pulsatile permet de traiter efficacement les patientes en 

rétablissant une sécrétion pulsatile de LH  suffisante pour induire l'ovulation (Grimes, Taymor, 

and Thompson 1975)(Santoro, Filicori, and Crowley 1986). Chez de jeunes singes femelles, la 

sécrétion pulsatile de GnRH a été corrélée à la sécrétion pulsatile de Kp (Keen et al. 2008). 

Étant donné les nombreuses données expérimentales, notamment chez les rongeurs, démontrant 

l’effet stimulateur de Kp sur la sécrétion de GnRH et FSH/LH, un traitement pharmacologique 

de l’infertilité chez l’humain par une stimulation Kpergique en amont de l’axe HHG serait 

possible, mais les connaissances de son mécanisme d'action et son utilisation doivent être 

améliorées. 

 

Pharmacocinétique de Kp10 et Kp54 

Il existe une littérature de plus en plus documentée sur l’administration de Kp chez les 

femmes avec utilisation de différentes formes (Kp54 ou Kp10), différentes voies 

d'administration (IV, SC), différentes modalités d'administration (bolus unique, doses 

multiples), et encore sur différents types de sujets (volontaires saines, patientes avec 

hypofertilité). Il est important de noter que le Kp plasmatique de base est indétectable (<2 

pmol/l) dans toutes les phases du cycle chez de jeunes femmes saines (Jayasena et al. 2011). 

Après l’injection SC de Kp10 chez des femmes volontaires, le pic moyen de Kp circulante est 

observé 10 min après l'injection (Jayasena et al. 2011). Après l'injection SC de Kp54, 

l'augmentation est plus lente avec un pic moyen observé à 15 min (Dhillo et al. 2007), 45 min 

(Jayasena et al. 2009) ou encore 60 min après injection (Jayasena, Comninos, Veldhuis, et al. 

2013) sans différence entre les différentes phases du cycle (Dhillo et al. 2007). La demi-vie de 

Kp10 dans le plasma est environ 7 fois plus courte (environ 4 minutes) que celle de Kp54 

(environ 27 minutes)(Dhillo et al. 2005)(Jayasena et al. 2011). Après des injections 
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équimolaires le taux plasmatique de Kp54 est 15 fois plus élevé que celui de Kp10 suggérant 

une dégradation plus lente de Kp54 que de Kp10 (Jayasena et al. 2011).  

 

Effet différentiel de Kp10 et Kp54 sur la sécrétion de LH et de FSH  

La mesure de la pulsatilité de la LH est le « gold standard » indirect pour l’estimation 

de la pulsatilité de la GnRH, qui est difficilement mesurable. Pendant la phase préovulatoire, 

une injection IV de Kp10 entraine une augmentation de LH (et de FSH) sanguine plus rapide 

comparativement à l’injection de Kp54 (Chan et al. 2012)(Jayasena, Comninos, Nijher, et 

al. 2013), ce qui est cohérent en regard des cinétiques mesurées pour ces 2 isoformes. 

Certains auteurs ont supposé que le Kp10 stimule une libération rapide d’un pool de GnRH 

stocké dans les terminaisons nerveuses au niveau de l'éminence médiane, alors que le Kp54 

agirait plus en amont sur les neurones à GnRH pour stimuler la synthèse de novo de GnRH 

(Jayasena, Comninos, Nijher, et al. 2013). Alternativement, il est possible que le Kp54 doive 

être dégradée en plus petits fragments de Kp avant de devenir biologiquement active. 

L’injection unique de Kp10 en SC ou en IV au cours de la phase folliculaire  a un effet très 

limité, voire nul, sur la sécrétion de LH comparativement à l’effet observé en cas d’injection au 

cours de la phase préovulatoire (Jayasena et al. 2011)(George, Anderson, and Millar 

2012b)(Chan et al. 2012) ou de la phase lutéale (Chan et al. 2012). Chez les femmes 

présentant une aménorrhée hypothalamique l’injection de Kp54 entraine une augmentation de 

LH 4 fois supérieure comparativement à des femmes en bonne santé en phase folliculaire, mais 

aucune restauration de la cyclicité menstruelle ni d'induction de l'ovulation n'ont été observées 

chez ces patientes (Jayasena et al. 2009). Plus récemment, le Kp54 s'est révélée être un 

traitement efficace et bien toléré pour le déclenchement et la maturation des ovocytes chez les 

femmes présentant un risque élevé de développer un syndrome d'hyperstimulation ovarienne 

au cours d'une procédure de fécondation in vitro (Jayasena, Abbara, et al. 2014)(Abbara et al. 

2015). 

Enfin, le Kp10 et le Kp54 semblent stimuler plus fortement et plus rapidement la libération de 

LH que celle de la FSH chez des femmes en bonne santé  (Dhillo et al. 2007)(Jayasena et al. 

2011)(George, Anderson, and Millar 2012b)(Dhillo et al. 2005). Cette sélectivité partielle sur 

les gonadotrophines s’expliquent par l’augmentation  de la fréquence de pulses de GnRH, après 

l’injection de Kp, qui augmenteraient préférentiellement l’expression des sous unités α et β de 

la LH, alors qu’une fréquence de pulses de GnRH plus faible augmenterait l’expression de la 

sous unités β de la FSH (Dalkin et al. 1989)(Haisenleder et al. 1991)(Kaiser et al. 1997).  
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Effet œstrogèno-dépendant de Kp sur la sécrétion de LH  

 L’injection de Kp10 semble donc être plus efficace pour stimuler la sécrétion de LH au 

cours de la phase où la concentration d'œstrogènes est la plus élevée (Jayasena et al. 

2011)(George, Anderson, and Millar 2012b)(Chan et al. 2012)(George, Anderson, and Millar 

2012b). Ainsi, chez la femme en bonne santé, le stade préovulatoire semble être le meilleur 

moment pour induire la sécrétion de LH par du Kp10, avec un augmentation de la sécrétion de 

LH de 4 fois environ (Jayasena et al. 2011). Comparativement à l'injection de Kp10, l'injection 

de Kp54 au cours de la phase folliculaire induit une augmentation significative de la sécrétion 

de LH de 320% (Jayasena et al. 2011). Dans un contexte de taux faible en œstradiol, des doses 

plus élevées de Kp10 ne permettent pas d’améliorer la stimulation de la sécrétion de LH 

(Jayasena et al. 2011). Des résultats similaires ont été observés chez le singe femelle rhésus, où 

l'administration de Kp10 ne permet pas d’augmenter la sécrétion de GnRH chez les animaux 

ovariectomisés (OVX), tandis que la substitution oestrogénique rétablit la réponse de la GnRH 

(Guerriero et al. 2012). Le rôle positif des œstrogènes sur l’effet de Kp a également été montré 

in vitro sur un modèle de neurones à GnRH, les cellules GT1-7, où l’expression de Kiss1R est 

dépendante de l’œstradiol, et où l’augmentation de la GnRH induite par le Kp10 s’observe 

uniquement sur les cellules traitées à l’œstradiol (Jacobi et al. 2007)(Tonsfeldt et al. 2011). 

L’œstro-dépendance de la sécrétion de LH parait moins évidente avec le Kp54 qu’avec le Kp10 

car chez la femme en bonne santé une dose de Kp54, 10 fois plus faible que celle de Kp10, est 

un puissant stimulateur de la sécrétion de LH même pendant la phase folliculaire (Jayasena et 

al. 2011)(Jayasena, Comninos, Veldhuis, et al. 2013). De façon étonnante, dans un contexte de 

faible concentration en œstradiol, chez une femme portant une mutation perte de fonction du 

récepteur NKB, la perfusion durant 12h de Kp10 est capable de restaurer la sécrétion de LH et 

d'œstrogènes, néanmoins dans une fourchette de valeurs faibles (Young et al. 2013). Chez des 

jeunes femmes en bonne santé en phase folliculaire, le Kp54 entraine une augmentation dose-

dépendante de la sécrétion et du nombre de pulses de LH ainsi qu’une augmentation de la 

sécrétion de progestérone durant la phase lutéale (Dhillo et al. 2007)(Jayasena, Comninos, 

Nijher, et al. 2013).  

L’ensemble de ces données chez l’humain montre l’œstrogèno-dépendance de l’effet de Kp sur 

la sécrétion de LH, même si cela est moins évident pour Kp54 comparativement à Kp10 (Figure 

15). 
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Figure 15 :  Taux sérique de Kp et des gonadotrophines après injection intraveineuse de Kp à des femmes 

volontaires en bonne santé [A-D]. Profils temporels du taux sérique de Kp (A) et des modifications de la LH (B), 

de la FSH (C) et de l'estradiol (D) sériques pendant 4 h après l'injection d'un bolus intraveineux de solution saline, 

de différentes concentrations de kisspeptine-10 (Kp10) ou kisspeptine-54 (Kp54) à des femmes volontaires en 

bonne santé. Pour 10 nmol/kg de Kp10 par rapport à une solution saline : y, yy et yyy, p<0,05 ; pour 3 nmol/ 

kg de Kp10 par rapport à une solution saline : lll p<0,05. Pour 1 nmol/kg de Kp54 par rapport à une solution 

saline :k, kk et kkk p< 0,05 ; pour 10 nmol/kg de Kp10 (Preov) vs solution saline : *, ** et ***, p<0,05. [E-H], 

aire sous la courbe (AUC) pour le kisspeptine plasmatique (E) et les modifications de la LH (F), de la FSH (G) et 

de l'estradiol (H) sériques pendant 4 h après l'injection d'un bolus intraveineux de solution saline ou de Kp10 à des 

femmes volontaires en bonne santé. *, **, et ***, p<0.05. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM. E2, 

estradiol ; Preov, phase pré-ovulatoire du cycle menstruel. D’après (Jayasena et al. 2011). 

 

in healthy men and women. Numerous studies in animals
have demonstrated that kisspeptin-10 robustly stimulates
gonadotropin release, thus implicating kisspeptin signaling
as a potential therapeutic target for treating female patients
with infertility (8, 9, 12, 17). Kisspepin-10 stimulates gonad-
otropin release in male rhesus monkeys (13–15), and recent
reports have suggested that kisspepeptin-10 administration
stimulates gonadotropin release in healthy men (26, 27).
However, the effects of administration of kisspeptin-10 in
female primates or women have not previously been studied.

We observed that iv bolus injection of kisspeptin-10
robustly stimulated LH release in healthy men at all doses

tested. These results are consistent with
our previous observation that adminis-
tration of the longer form of kisspeptin,
kisspeptin-54, stimulates reproductive
hormone release in men (22). Further-
more, two recent reports have shown
that iv injection of kisspeptin-10 po-
tently stimulates LH release in healthy
male volunteers at doses similar to
those used in this study (26, 27) and
that prolonged infusion of kisspep-
tin-10 significantly stimulates LH pul-
satility in healthy male volunteers (27).

Studies in rodents suggest that kiss-
peptin-10 stimulates gonadotropin re-
lease in both males and females (8, 9).
Furthermore, we observed that the kiss-
peptin-10 peptide used in this study
stimulated LH release in female adult
mice (Supplemental Fig. 1), although
with a much lower potency when com-
paredwithkisspeptin-54.Wewere there-
fore surprised to observe that doses of
kisspeptin-10 identical to those used in
men failed to stimulate reproductive hor-
mone release in healthy female volun-
teers during the follicular phase of the
menstrual cycle when administered as an
iv bolus injection. It is possible that the
lack of effect of iv administration of kiss-
peptin-10 to stimulate reproductive hor-
mone release in women in the follicular
phase of their menstrual cycle was due
to the short period of time that circu-
lating kisspeptin-10 levels were ele-
vated after iv bolus administration.
Subcutaneous bolus administration of
kisspeptin-10 is likely to result in a lon-
ger period of elevated circulating levels
of kisspeptin-10 than iv bolus admin-
istration (22, 23). Furthermore, we

have previously determined that sc bolus injection of kiss-
peptin-54 at doses as low as 0.4 nmol/kg potently stimu-
lates serum LH in healthy women during the follicular
phase of the menstrual cycle (23). However, serum go-
nadotropin levels were not elevated by sc bolus injection
of kisspeptin-10 in healthy women in the follicular phase
of the menstrual cycle, despite elevations in plasma kiss-
peptin IR for up to 90 min after injection.

The lack of effect of sc bolus administration of kiss-
peptin-10 to stimulate reproductive hormone release in
women in the follicular phase of their menstrual cycle may

FIG. 2. Plasma kisspeptin IR and serum reproductive hormone levels after iv bolus injection of
kisspeptin-10 to healthy female volunteers. A–D, Time profiles for plasma kisspeptin IR (A)
and changes in serum LH (B), FSH (C), and estradiol (D) during 4 h after iv bolus injection of
saline, kisspeptin-10 (KP10), or kisspeptin-54 (KP54) to healthy female volunteers. For 10
nmol/kg KP10 vs. saline: !, P ! 0.05; !!, P ! 0.01; !!!, P ! 0.001. For 3 nmol/kg KP10 vs.
saline: """, P ! 0.001. For 1 nmol/kg KP54 vs. saline: #, P ! 0.05; ##, P ! 0.01; ###, P !
0.001. For 10 nmol/kg KP10 (Preov) vs. saline: *, P ! 0.05; **, P ! 0.01; ***, P ! 0.001.
E–H, AUC for plasma kisspeptin IR (E) and changes in serum LH (F), FSH (G), and estradiol (H)
during 4 h after iv bolus injection of saline or kisspeptin-10 to healthy female volunteers.
*, P ! 0.05; **, P ! 0.01; ***, P ! 0.001. Data are shown as mean " SEM. E2, Estradiol;
Preov, preovulatory phase of the menstrual cycle.
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Un phénomène de désensibilisation après injection de Kp 

Chez des femmes en bonne santé, des injections deux fois par jour de Kp54 durant une 

semaine entrainent une désensibilisation (ou tachyphylaxie) de l’axe gonadotrope notamment 

sur la sécrétion de LH qui diminue plus rapidement que la sécrétion de FSH (Jayasena, 

Comninos, Nijher, et al. 2013). Chez des femmes avec une aménorrhée hypothalamique, une 

tachyphylaxie apparait après 3 jours de traitement (Jayasena et al. 2010) mais sans altérer la 

capacité de GnRH à stimuler la sécrétion de gonadotrophines (Jayasena, Comninos, Nijher, et 

al. 2013)(Figure 16). Ces observations suggèrent que ce phénomène de désensibilisation ne se 

produit pas au niveau des cellules gonadotropes mais plutôt au niveau des neurones à GnRH. 

La tachyphylaxie peut être atténuée en réduisant le rythme d'injection du Kp54 à 2/semaines 

mais ce traitement n’induit pas de saignement menstruel ni d’ovulation (Jayasena et al. 2010). 

Ce phénomène de tachyphylaxie pourrait s’expliquer par la libération du stock de GnRH qui, si 

l’intervalle de temps entre les injections est insuffisant, n’a pas suffisamment de temps pour 

être restauré par la synthèse de novo de GnRH. Une autre hypothèse permettant d’expliquer ce 

phénomène de tachyphylaxie serait qu’à une dose élevée, le Kp pourrait avoir un effet inhibiteur 

sur la sécrétion de GnRH ou de LH via une régulation négative sur KISS1R (Jayasena et al. 

2009).  

 
Figure 16 : Effets de la première et de la dernière injection de solution saline ou de Kp54 sur la libération 

sérique de LH (A, D), FSH (B, E) et estradiol (C, F) chez des femmes en aménorrhée hypothalamique. A-C, 

après injection d’un bolus de solution saline (n = 5) ou 6,4 nmol/kg de Kp54 (n = 5) le premier jour (début de la 

période de traitement, 1er jour). D – F, après une injection en bolus de solution saline ou de Kp-54 le dernier jour 

(fin de la période de traitement, après 2 semaine, dernier jour). Les injections ont été administrées à 0 min. Les 

données sont exprimées en moyenne ± SEM. *, p<0,05 ; ***, p< 0,001. E2, estradiol. D’après (Jayasena et al. 

2009). 

After the observation of significantly reduced gonado-
tropin responses to kisspeptin on the last injection day, we
decided to assess further the duration of response to
kisspeptin injection in one volunteer in whom blood sam-
pling was extended to 8 h after injection. In this volunteer,
kisspeptin-IR was raised until 6 h after injection (data not
shown). Furthermore, serum LH, FSH, and estradiol were
still raised above baseline by the end of the 8-h sampling
period (data not shown).

We also examined responsiveness to iv GnRH in five
additional subjects with HA, both before and after
kisspeptin treatment. We observed LH responses to
GnRH in all subjects before commencing kisspeptin treat-
ment (mean peak LH increase during first 2 h after GnRH
injection, 14.4 ! 4.6 IU/liter) (Fig. 3). Furthermore these
subjects remained responsive to GnRH injection 8–12 h
after their final kisspeptin injection (P " 0.23 vs. baseline
LH response, using two-way ANOVA) (Fig. 3).

Reproductive hormones, LH pulsatility pattern,
and radiological findings after saline or kisspeptin
treatment

Mean LH levels from twice-weekly basal blood tests
during wk 1 to 4 (the baseline period) were slightly lower
in the kisspeptin group than the saline group [mean LH,
saline 3.7 ! 0.6 vs. kisspeptin 1.8 ! 0.3; P # 0.05; Sup-

plementary Table 1, published as supplemental data on
The Endocrine Society’s Journals Online web site at http://
jcem.endojournals.org]. Small rises in mean basal LH and
FSH levels were detected during wk 5 to 6 (the treatment
period) in women randomized to kisspeptin vs. saline
(mean basal LH, saline $0.8 ! 0.7 vs. kisspeptin %1.2 !
0.7; P " 0.09; mean basal FSH, saline $1.8 ! 0.4 vs.
kisspeptin %0.6 ! 0.4; P # 0.05). Basal serum reproduc-
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FIG. 3. Comparison of LH responses to GnRH administration before
and after kisspeptin-54 injections in women with HA. Intravenous
GnRH (100 !g) was administered 7 d before commencement of a
14-d, twice-daily regime of sc kisspeptin injections (6.4 nmol/kg)
(baseline response to GnRH) (n " 5). The GnRH test was repeated 8–
12 h after the last injection of kisspeptin (posttreatment response to
GnRH). When comparing baseline and posttreatment LH responses to
GnRH injection, overall responses were similar (P " 0.23), as were LH
changes at each time-point after GnRH injection. Injections were
administered at 0 min. Data are shown as mean ! SEM.
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FIG. 2. Effects of the first and last injections of saline or kisspeptin-54 on serum reproductive hormones in women with HA. A–C, Changes in
serum LH (A), FSH (B), and estradiol (C) after bolus sc injection of saline (n " 5) or 6.4 nmol/kg kisspeptin-54 (KP54, n " 5) on first day (wk 5, d 1)
of treatment period are shown. D–F, Changes in serum LH (D), FSH (E), and estradiol (F) after bolus sc injection of saline or kisspeptin-54 on the
last day (wk 6, d 7) of the treatment period are shown. Injections were administered at 0 min. Data are shown as mean ! SEM. *, P # 0.05;
***, P # 0.001. E2, Estradiol.
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Conclusion  

L’ensemble de ces études a montré que les deux isoformes (Kp10 et Kp54) sont bien 

tolérées et n’induise pas de modification de la cyclicité menstruelle chez des jeunes femmes en 

bonne santé (Jayasena, Comninos, Nijher, et al. 2013). Malgré tout, il est important de noter 

que certaines études animales suggèrent que l’administration de Kp10 peut stimuler l'hormone 

de croissance (GH), la prolactine et la thyréostimuline (TSH) (Kadokawa et al. 

2008)(Kadokawa, Suzuki, and Hashizume 2008)(Szawka et al. 2010)(Yang et al. 2010)(Luque 

et al. 2011)(Ribeiro et al. 2015). De telles observations n'ont pas été rapportées chez des femmes 

en bonne santé ayant été exposées à une courte période d'injections de Kp54, mais une cohorte 

plus importante serait nécessaire pour conclure de l’absence d’effets secondaires de Kp 

(Jayasena, Comninos, et al. 2014). En effet, il a été montré que le Kp peut provoquer une 

vasoconstriction dans des préparations ex vivo d'artères humaines (Mead et al. 2007). Une 

vasoconstriction induite qui serait en partie impliqué dans le phénomène de bouffée de chaleur 

à la ménopause (Mittelman-Smith et al. 2012).  Cependant, aucun effet de Kp sur la pression 

artérielle ou la fréquence cardiaque n'a été observé chez l’humain (Dhillo et al. 2007). 

L’ensemble de ces données suggèrent que l'injection répétée de Kp54 pendant la période 

folliculaire est le meilleur protocole pour le traitement de l’infertilité en amont des neurones à 

GnRH. Le Kp permet d’augmenter la pulsatilité de la LH et la sécrétion de FSH favorisant ainsi 

la croissance folliculaire. Après des injections répétées de Kp54, lorsque la concentration en 

œstrogènes est plus élevée, une injection unique de Kp10 ou Kp54 peut être réalisée pour 

augmenter significativement la sécrétion de LH et déclencher l'ovulation (Jayasena, Abbara, et 

al. 2014)(Abbara et al. 2015). 

 

D. Autres neurotransmetteurs rapportés comme régulant l’activité des 

neurones à GnRH 
 

D’autres neurotransmetteurs ont été rapportés comme étant capables de réguler l’activité 

des neurones à GnRH, sans pour autant avoir la même efficacité que le Kp.  

Des fibres GABAergiques et glutamatergiques ont été trouvées à proximité des neurones à 

GnRH, sur les corps cellulaires au niveau de l’APO et sur les axones au niveau de l’éminence 

médiane (Eyigor and Jennes 1996)(Kawakami et al. 1998)(Leranth et al. 1985), suggérant un 

rôle de ces neurotransmetteurs dans la régulation de la sécrétion de GnRH. En effet, le glutamate 

stimule l’expression du gène GnRH  et la sécrétion de GnRH durant le pic de LH, alors que des 
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antagonistes glutaminergiques administrés durant la matinée du proestrus bloquent l’expression 

du gène GnRH et le pic de LH (Donoso et al. 1994)(Ottem, Godwin, and Petersen 

2002)(Petersen, Ottem, and Carpenter 2003). Le rôle du GABA sur l’activité des neurones à 

GnRH reste débattu car des effets autant inhibiteurs que stimulateurs ont été observés en 

fonction de la  présence d’un traitement par œstrogènes, du moment dans le cycle estrien ou de 

la région hypothalamique étudiée (Watanabe, Fukuda, and Nabekura 2014)(Morello et al. 

1992).  

Des fibres contenant du neuropeptide Y ont été trouvées en contact avec la majorité des 

neurones à GnRH qui expriment le récepteur du neuropeptide Y (Xu et al. 2009). Les effets de 

ce neuropeptide sont également variables car ils dépendent du statut métabolique et 

reproducteur des animaux, mais la plupart des études décrivent un effet inhibiteur du 

neuropeptide Y sur les neurones à GnRH (Xu et al. 2009)(Klenke, Constantin, and Wray 

2010)(Kiyokawa et al. 2011).  

Des études plus récentes, montrent que le peptide lié à la famille (Arg)(Phe)-amide (RFRP-3), 

un autre neuropeptide appartenant à la même famille des peptides RF-amide que le Kp, régule 

l’activité des neurones à GnRH (Williams and Kriegsfeld 2012)(Khan and Kauffman 

2012)(Simonneaux et al. 2012)(Angelopoulou et al. 2019). Les neurones à RFRP-3 sont 

principalement situés dans l'hypothalamus dorsomédian (DMH) et projettent vers différentes 

populations neuronales, notamment les neurones à GnRH et à Kp. Contrairement à Kp, le 

RFRP-3 est plutôt décrit comme inhibiteur de l’axe reproducteur, même si des effets activateurs 

ont été rapportés avec une variabilité selon le sexe, l’espèce ou les conditions 

environnementales (Kriegsfeld et al. 2006)(Ancel et al. 2012)(Ubuka et al. 2012)(Henningsen 

et al. 2017). Chez les rongeurs femelles, plusieurs études ont montré que le RFRP-3 inhibe des 

valeurs élevées de LH notamment au moment du pic préovulatoire de LH (Kriegsfeld et al. 

2006)(Henningsen et al. 2017)(Ancel, Inglis, and Anderson 2017). De façon intéressante, 

l’activité des neurones à RFRP-3 est diminuée au moment du pic de LH, possiblement pour 

lever l’effet inhibiteur du RFRP-3 sur les neurones à GnRH (Gibson et al. 2008)(Henningsen 

et al. 2017). Cependant, des souris avec une mutation du gène codant pour le GPR-147, le 

récepteur de RFRP-3, présentent des phénotypes modérés d’altération de l’axe reproducteur 

(León et al. 2014). Chez l’humain, le RFRP-3 a été identifié dans l'hypothalamus par 

spectrométrie de masse (Ubuka et al. 2009). Des analyses neuroanatomiques ont localisé des 

corps cellulaires à RFRP-3 dans le DMH avec des projections axonales sur les neurones à GnRH 

de l’APO ainsi que vers l'éminence médiane (Ubuka et al. 2009). Finalement, le GPR-147 a été 

décrit dans l'hypothalamus et l'hypophyse (Ubuka et al. 2009). A ce jour, aucune mutation du 
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Npvf, le gène codant pour le RFRP3, ni du gpr-147, n'a encore été décrite et associée à un 

phénotype reproducteur chez l'humain. Cependant, des polymorphismes du Npvf ont été 

observés chez des patients avec HHI ou dans des cas de puberté précoce centrale idiopathique. 

Ces données indiquent que RFRP-3 a un rôle régulateur secondaire dans le développement 

pubertaire (Lima et al. 2014). Le RFRP-3 peut également jouer un rôle local au niveau de 

l'ovaire puisque les gènes codant pour RFRP-3 et GPR-147 sont tous deux exprimés dans des 

cellules de granulosa humaine et que la RFRP-3 est capable de réduire l'accumulation d’AMPc 

et la synthèse de progestérone induites par les gonadotrophines (Oishi et al. 2012).  

 

E. Régulation oestrogénique 
 

Les œstrogènes produit par les ovaires exercent un rétrocontrôle à la fois négatif et 

positif sur l’axe reproducteur via la modulation de l’activité des neurones à GnRH et des cellules 

gonadotropes antéhypophysaires. Durant la première partie du cycle reproducteur, les 

œstrogènes exercent un rétrocontrôle négatif, alors que lorsque les concentrations d’œstrogènes 

sont les plus élevées (fin de la phase folliculaire chez la femme ou proestrus chez les rongeurs) 

ce rétrocontrôle devient positif, permettant la synchronisation et l’activation des neurones à 

GnRH avec libération de GnRH dans le sang porte hypophysaire pour induire le pic 

préovulatoire de LH (Christian, Mobley, and Moenter 2005). L’effet des œstrogènes est médié 

par deux récepteurs nucléaires aux estrogènes (ER), ERα et ERβ, ayant une longue durée 

d’action au niveau génomique (White et al. 1987)(Radovick, Levine, and Wolfe 2012). De plus, 

les œstrogènes peuvent également avoir une action rapide via le récepteur membranaire, GPR30 

(Filardo et al. 2000)(Filardo 2002). Les souris Knock-out pour ERa présentent une fertilité très 

altérée. Les souris knock-out pour ERb conservent une sécrétion de LH mais avec une 

perturbation de la fertilité avec notamment une diminution de la taille des portées qui est 

secondaire à une altération de la fonction ovarienne (altération du compte de ovocytes, anomalie 

du l’ovulation) (Krege et al. 1998)(Tableau 2). 
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Tableau 2 : Résumé du phénotype de souris femelles mutantes pour les récepteurs aux œstrogènes. 

D’après (Hamilton, Arao, and Korach 2014). 

 KO ERa KO ERb KO ERab 
Développement du tractus 
reproducteur 

Normal  Normal  Normal  

Fertilité  Infertile  Subfertile  Infertile  

Morphologie utérine  Hypoplasique   Normale  Hypoplasique  

Réactivité utérine aux œstrogènes Absente  Présente Absente 

Stéroïdogenèse ovarienne  Élevée   Réduite  Élevée  

Folliculogenèse ovarienne  Anovulatoire Partiellement perturbée  Anovulatoire  

Développement de la glande 
mammaire  

Perturbé  Normal Perturbé 

Système neuroendocrine Perturbé Normal Perturbé 

 

a. Neurones à GnRH  

 

Les neurones à GnRH expriment très peu de ERα (Herbison and Theodosis 

1992)(Dorling et al. 2003)(Wintermantel et al. 2006), mais expriment  le ERβ  (Hrabovszky et 

al. 2007)(Wolfe and Wu 2012). L’application d’œstrogènes sur des cultures primaires de 

neurones à GnRH de singe induit une augmentation rapide de la fréquence des potentiels 

d’actions (Abe and Terasawa 2005) et une oscillation intracellulaire de calcium (Abe, Keen, 

and Terasawa 2008). Des effets similaires ont été observés sur des neurones à GnRH de souris 

(Chu et al. 2009). Cette action rapide des estrogènes pourrait être médiée par GPR30 chez les 

primates (Noel et al. 2009) et ERβ chez les souris (Chu et al. 2009)(Abrahám et al. 2003). 

Pourtant des souris mutantes avec une délétion sélective d’ERβ dans les neurones à GnRH 

présentent un cycle estrien normal et un rétrocontrôle négatif normal, suggérant l’absence de 

rôle majeur de ERβ dans la régulation des neurones à GnRH (Cheong et al. 2014). Cependant, 

il a été rapporté que l’expression de Kiss1R au niveau de cellules GT1-7 est œstrogène 

dépendante, et que le Kp n’induit la sécrétion de GnRH par ces cellules qu’avec un traitement 

par œstrogènes (Jacobi et al. 2007)(Tonsfeldt et al. 2011). Il a été proposé que les œstrogènes 

auraient une action précoce sur les neurones à GnRH pour stimuler l’expression de canaux 

ioniques, ce qui entrainerait en aval une cascade de signalisation favorisant l’excitabilité des 

neurones à GnRH par les Kiss1R (Bosch, Tonsfeldt, and Rønnekleiv 2013)(Rønnekleiv et al. 

2014).  
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b. Neurones à kisspeptine 

 

Contrairement aux neurones à GnRH, les neurones à Kp expriment une forte densité de 

ERα, c’est pourquoi ils sont considérés comme la principale cible du rétrocontrôle exercé par 

les œstrogènes (Gottsch et al. 2004)(Smith et al. 2005)(Clarkson and Herbison 2006)(Revel et 

al. 2006)(Greives et al. 2007)(d’Anglemont de Tassigny et al. 2008). Chez les rongeurs, il a été 

montré que le rétrocontrôle exercé par les œstrogènes dépend de la localisation des neurones à 

Kp, avec un effet stimulateur sur l’expression du gène Kiss1 et de son récepteur Kiss1R au 

niveau des neurones à Kp de l’AVPV et inhibiteur sur les neurones Kp de l’ARN (Smith et al. 

2005)(Adachi et al. 2007)(Gottsch et al. 2009)(Ansel et al. 2010)(Quennell et al. 2010). Chez 

les mammifères, une régulation différentielle de l’œstradiol est également observée avec un 

effet stimulateur au niveau de l’APO/PeN et un effet inhibiteur au niveau de l’ARN (Hoffman 

et al. 2011)(Tomikawa et al. 2010). Pour expliquer cet effet différentiel, il a été proposé que 

l’activation par ERa de Kiss1 dans l’AVPV dépend de la stimulation de la voie de signalisation 

des éléments de réponse aux œstrogènes (ERE), alors que l’inhibition de Kiss1 dans l’ARN 

implique des mécanismes indépendants des ERE (Gottsch et al. 2009)(Huijbregts and de Roux 

2010).  

Des études rapportent que les œstrogènes modulent l’activité journalière des neurones à Kp de 

l’AVPV. En effet chez les rongeurs, ces neurones présentent une variation journalière de c-

FOS, de l’expression de l’ARNm de Kiss1 et de son peptide au cours du proestrus (ou chez des 

femelles OVX traitées par œstrogènes) qui est abolie (ou fortement altérée) chez des femelles 

en diestrus ou OVX (Robertson et al. 2009)(Williams et al. 2011)(Smarr, Gile, and de la Iglesia 

2013)(Chassard et al. 2015)(Henningsen et al. 2017). De plus, les œstrogènes augmentent le 

nombre de contacts entre les neurones à vasopressine (VP) et les neurones à Kp de l’AVPV 

(Vida et al. 2010), régulent l’expression des récepteurs VP (V1A) dans les neurones à Kp de 

l’AVPV (Smarr, Gile, and de la Iglesia 2013) et ont une action permissive sur la stimulation 

des neurones à Kp par la VP (Piet et al. 2015).   

L’ensemble de ces observations indiquent qu’un niveau élevé d’œstrogènes est indispensable 

pour l’activation des neurones à Kp de l’AVPV. 
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c. Neurones à RFRP-3 

 

L’effet des œstrogènes sur les neurones à RFRP-3 est controversés. Chez les rongeurs 

femelles, seulement 20% des neurones à RFRP-3 expriment ERα et aucun n’exprime ERβ 

(Molnár et al. 2011). De plus, un traitement chronique par des œstrogènes chez des rongeurs 

OVX induit une diminution modérée (Molnár et al. 2011)(Poling et al. 2013) voire n’a aucun 

effet (Quennell et al. 2010)(Henningsen et al. 2017) sur l’expression de Npvf. 

 

d. Hypophyse  

 

Les cellules gonadotropes hypophysaires exprimant ERα, il a été suggéré que les 

œstrogènes exercent un rétrocontrôle direct sur la sécrétion des gonadotrophines (Friend et al. 

1994)(Scully et al. 1997). L’administration chronique d’œstrogènes inhibe la sécrétion de 

gonadotrophines après une stimulation supraphysiologique par du GnRH chez les brebis 

(Clarke et al. 1989) et chez les femmes (Shaw et al. 2010). L’activation d’ERα au niveau 

hypophysaire a également été rapportée comme augmentant l’expression de KISS1 au niveau 

des cellules gonadotropes alors que l'exposition chronique d’œstrogènes inhibe l'expression de 

KISS1R sur les cellules gonadotropes (Richard et al. 2008). Cependant, un rôle physiologique 

des œstrogènes sur les cellules gonadotropes est toujours débattu. Une étude a rapporté que des 

souris présentant une délétion sélective de ERα dans les cellules gonadotropes avaient un niveau 

élevé de LH et d’œstradiol, associé à un cycle estrien irrégulier cependant ce phénotype était 

beaucoup moins sévère que celui présenté en cas de délétion complète d’Erα (Singh et al. 2009). 

 

e. Utérus  

 

L’utérus présente une forte expression d’ERa et c’est un site ayant une forte régulation 

œstrogèno-dépendante (Wang et al. 1999)(Hamilton, Arao, and Korach 2014). En effet, les 

œstrogènes, associés à la progestérone, régulent la différentiation et la croissance utérine qui 

sont responsables de l’interaction endomètre/embryon au début d’une grossesse (Hamilton, 

Arao, and Korach 2014). De plus, les œstrogènes agissent sur le rythme circadien de l’utérus 

en raccourcissant la période d’expression de ses gènes horloges (Nakamura et al. 

2008)(Chassard et al. 2015). 
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f. Ovaires  

 

Les ERa sont essentiels pour la différenciation des cellules de la granulosa, pour la 

croissance et le développement des follicules et des ovocytes, ainsi que pour la fonction 

ovulatoire (Tang et al. 2019). L'expression d’ERb dans les ovaires est plus limitée (Hamilton, 

Arao, and Korach 2014) et leur rôle n’est pas complétement élucidé.  

 

g. Le système circadien  

 

 Les œstrogènes sont depuis longtemps suspectés d’avoir un rôle dans la modulation des 

fonctions circadiennes. Chez les rongeurs, ERα et ERβ sont exprimés au niveau des afférences 

des NSC : la rétine, le tractus rétino-hypothalamique, le tractus hypothalamo-géniculé et les 

afférences sérotoninergiques provenant des noyaux du raphé (Bailey and Silver 2014). Chez la 

souris femelle, la seconde partie de la nuit du proestrus est caractérisée par une augmentation 

de l’activité locomotrice (Kopp et al. 2006)(Royston et al. 2014). Cet effet est aboli par une 

OVX et rétablit par un traitement aux œstrogènes. De plus, les œstrogènes permettent d’avancer 

et de raccourcir la période d’activité locomotrice (Royston et al. 2014). L’œstradiol pourrait 

agir directement sur l’oscillation des gènes horloges des NSC. En effet, un traitement par 

œstradiol chez des rates OVX diminue le niveau d’ARNm de gène Cryptochrome2 (Cry2) 

(Nakamura et al. 2001) et augmente la fréquence de décharge et de dépolarisation des neurones 

des NSC (Fatehi and Fatehi-Hassanabad 2008). En revanche, d’autres études rapportent qu’un 

traitement par œstradiol sur des explants de NSC issus de souris dont le promoteur du gène 

Period (Per2) est couplé au gène luciférase (PER2 : LUCIFERASE) n’entraine aucune 

modification de la période ou de l’amplitude de l’oscillation circadienne (Nakamura et al. 

2008)(Chassard et al. 2015). Par conséquent, les estrogènes pourraient altérer l’activité 

locomotrice via des effets indirects sur l’APO ou le striatum où les récepteurs à la dopamine 

sont exprimés de manière œstrogèno-dépendante (Ogawa et al. 2003)(Krizo and Mintz 2014). 

 

III. Le système circadien 
 

La mise en évidence de système de mesure du temps endogène est possible lorsque les 

organismes sont totalement isolés de leur environnement. Dans ces conditions, la plupart des 
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fonctions biologiques présentent des rythmes réguliers d’environ une journée, appelés rythmes 

circadiens (circa-dies). Les rythmes dépendent d’horloges biologiques endogènes dont la 

principale, chez les mammifères, est localisée dans les NSC. Ces horloges circadiennes ont la 

capacité d’être synchronisées à un rythme de 24h exactement (rythme journalier) par différents 

facteurs dont le plus puissant est le rythme journalier de l’intensité lumineuse. Une autre 

propriété essentielle des horloges circadiennes est leur capacité à transmettre les signaux 

rythmiques au reste de l’organisme afin d’adapter les fonctions biologiques au cycle journalier 

de l’environnement. Ce système adaptatif permet d’obtenir des réponses physiologiques et 

comportementales appropriées au meilleur moment de la journée et participent ainsi à 

l’homéostasie de notre organisme. 

  

A. L’horloge moléculaire des NSC  
 

Chez les mammifères, la mise en évidence d’une horloge biologique principale dans les 

NSC provient d'expériences rapportant que la lésion de cette structure chez les rongeurs abolit 

les rythmes circadiens de l'activité locomotrice (Brown-Grant and Raisman 1977), lesquels 

étaient restaurés par des implants de NSC exogènes (Lehman et al. 1987)(Ralph et al. 1990). 

Les NSC sont formés de deux groupes de neurones de part et d’autre du IIIéme ventricule juste 

au-dessus du chiasma optique. Chaque neurone du NSC présente une activité circadienne 

pilotée par un système moléculaire complexe composé d’un ensemble de gènes/protéine 

« horloge » formant des boucles de transcription-traduction positive et négative se déroulant 

sur une période d'environ 24h (Lowrey and Takahashi 2011). Chez les mammifères, le cœur de 

ce système est composé des protéines horloges CLOCK et BMAL1 qui forment des 

hétérodimères se liant spécifiquement sur un promoteur (E-box) induisant la transcription 

d’autres gènes horloge comme Per1/Per2 et Cry1/Cry2. Les protéines PER et CRY s'associent 

également en dimères qui inhibent l’activité transcriptionnelle de CLOCK/BMAL1. Les 

quantités de protéines PER et CRY sont régulées par des kinases qui vont moduler leur 

dégradation et par conséquent leur effet inhibiteur sur CLOCK/BMAL1. La réduction des 

dimères PER/CRY permet d’initier un nouveau cycle de transcription (Lowrey and Takahashi 

2011).  

Les neurones des NSC expriment différents neuropeptides dont les principaux sont le peptide 

vasoactif intestinal (VIP) et l’arginine vasopressine (VP). Ils permettent de transférer 

l’information journalière/circadienne des NSC vers l’organisme.  
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L’expression du VIP dans la partie ventrolatérale des NSC varie dans des conditions 

d’alternance de lumière/obscurité mais pas dans une situation d’obscurité constante, ce qui 

suggère que le VIP n’est pas directement régulé par l’horloge circadienne mais par le cycle 

lumière/obscurité et qu’il informe ainsi sur l’apparition du signal lumineux (Shinohara et al. 

1993). Il est à noter que le rythme quotidien de l'ARNm de VIP chez le rat dépend du sexe, avec 

un maximum atteint pendant le jour chez les femelles et pendant la nuit chez les mâles (Krajnak 

et al. 1998). L’expression du gène de la VP dans la partie dorsomédiane des NSC est 

circadienne,  c’est-à-dire directement contrôlée par le dimère CLOCK/BMAL1 (Jin et al. 1999). 

Ainsi la synthèse et la libération de VP par les NSC présentent un rythme circadien avec une 

sécrétion de VP par les NSC plus importante en fin de jour comparativement à la fin de la nuit 

(Gillette and Reppert 1987)(Kalsbeek et al. 1995)(Krajnak et al. 1998). 

 

B. Synchronisation de l’activité circadienne des NSC  
 

L’activité circadienne des NSC est synchronisée à une période de 24 heures par 

l'alternance du cycle lumière/obscurité. La lumière, perçue par la rétine, est transmise aux NSC 

par des cellules ganglionnaires intrinsèquement photosensibles contenant de la mélanopsine et  

qui projettent directement vers les NSC (Berson, Dunn, and Takao 2002). Chez les mammifères, 

le signal lumineux synchroniseur est transmis aux NSC grâce à la libération de glutamate et 

d’un peptide activant l’adénylate cyclase hypophysaire (PACAP) dont la libération entraine une 

modification de la phase de l’horloge moléculaire circadienne, conduisant ainsi à sa 

synchronisation à une période de 24 heures exactement (Beaulé et al. 2009). 

Une désynchronisations chronique du cycle lumière/obscurité, peut induire dans des modèles 

de rongeur une augmentation de la mortalité (Davidson et al. 2006), une dysrégulation de la 

réponse inflammatoire (Castanon-Cervantes et al. 2010) ou encore une augmentation de la 

croissance tumorale (Logan et al. 2012). 

Bien que la lumière soit le facteur le plus puissant pour synchroniser l’horloge des NSC, 

d’autres facteurs « non photiques » peuvent également avoir un rôle régulateur. Ainsi le rythme 

de prise alimentaire et le rythme de l’exercice physique/repos peuvent participer, dans certaines 

conditions, à la régulation de l’activité circadienne de l’horloge des NSC.  
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C. Les horloges périphériques  
 

Après la découverte du rôle fondamental des NSC, il a été démontré que le système 

circadien est plus complexe qu’initialement compris car de nombreuses autres structures 

centrales et des organes périphériques contiennent également des horloges circadiennes 

(Menaker, Murphy, and Sellix 2013). En effet, l'utilisation de rats transgéniques Per1-luc (Abe 

et al. 2002) et de souris transgéniques Per2 : LUCIFERASE (Yoo et al. 2004) a été décisive 

pour démontrer que des structures centrales et périphériques (telles que le cervelet, la rétine, le 

foie, les poumons, le cœur et les reins expriment des oscillations circadiennes endogènes). La 

phase et la période de ces horloges périphériques sont différentes de celles de l’horloge centrale 

des NSC et dépendent de la structure. La robustesse de leurs oscillations endogènes in vitro est 

généralement inférieure à celle des NSC puisque, selon les tissus (et le type de modèle de souris 

transgéniques), les oscillations durent entre 2 et 20 cycles alors que celles des NSC peuvent 

durer plusieurs mois. Les oscillations générées par les horloges périphériques sont 

indépendantes de l’activité NSC car elles persistent chez les animaux portant une lésion des 

NSC, mais leurs rythmes apparaissent synchronisés par l’horloge centrale. La fonction de ces 

horloges périphériques est associée à la structure qui la contient. Ainsi, il a été montré que la 

délétion de Bmal1 spécifiquement au niveau du pancréas entraine l’apparition d’un diabète 

(Marcheva et al. 2010). 

 

D. Importance des horloges circadienne dans le fonctionnement de 

l’axe hypothalamo-hypohyso-ovarien 
 

 

Divers travaux ont démontré que pour être fonctionnel l'axe reproducteur féminin 

nécessite un système circadien intact.  

La lésion des NSC (Brown-Grant and Raisman 1977) ou une déconnection neuronale entre 

l’APO et les NSC (Wiegand et al. 1980) chez les rates entrainent une altération des cycles 

estriens et de la sécrétion de LH. De plus, les mutations des gènes Clock ou Bmal1 chez les 

souris femelles  entraînent une irrégularité du cycle estrien et une altération du pic préovulatoire 

de LH (van der Horst et al. 1999)(Miller et al. 2004)(Chu et al. 2013)(Figure 17).  
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Figure 17 : LH / FSH sérique et ovulation spontanée chez les souris sauvages (WT) ou mutées pour le gène 

horloge Bmal1 (Bmal1-/-). A et B : sécrétion de LH (A) et de FSH (B) lors du proestrus et de l’estrus mesurée 

entre de ZT 7 à 19 chez des souris WT et Bmal1-/- ; C et D : profils individuels de LH sérique lors du proestrus de 

femelles WT (C) et Bmal1-/- (D) ; E : données moyennes de D ; F : photographies des trompes de Fallope WT et 

Bmal1-/- avec ampoule distendue (flèches) disséquées à ZT 22 sur le proestrus (à gauche) et les complexe cumulus-

oophorus récoltés sur ZT 22 ampoule (à droite) ; G : Coloration à l’hematoxyline eosine de sections représentatives 

d'ovaires chez des souris WT et Bmal1-/-. Barres d'échelle : 100 µm (F) et 200 µm (G). Les valeurs des 

histogrammes représentent la moyenne ± SEM de 7 souris WT et 6 souris KO. En ANOVA : *, P < 0,05 ; **, P < 

0,01; ***, P < 0,001. Abréviation : CL = corps jaune. D’après (Chu et al. 2013). ZT = zeigeber time.  

 

Les souris Clock-/- par exemple présentent des cycles estriens prolongés et irréguliers, une 

diminution de l’occurrence du pic préovulatoire de LH et un taux plus élevé d'échec de 

grossesse à terme (Miller et al. 2004). Les souris mutantes pour les gènes Cry (1 ou 2) ont un 

cycle estrien régulier a un jeune âge, mais présentent une sénescence accélérée de l’axe 

reproducteur avec notamment une apparition précoce de cycles estriens irréguliers (Takasu et 

al. 2015). De façon intéressante, la régularité des cycles estriens peut être améliorée en exposant 

ces souris Cry-/- à une photopériode journalière proche de leur période endogène (Takasu et al. 

2015). De façon notable, le phénotype reproducteur de jeunes souris mutées pour les gènes 

Clock, Bmal1 ou Per1/Per2 ressemble à celui des souris de type sauvage plus âgées (plus de 10 
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mois), avec une augmentation de la longueur et de l’irrégularité des cycles estriens (Pilorz and 

Steinlechner 2008)(Miller and Takahashi 2013). Ces observations suggèrent que la 

modification des horloges centrales ou périphériques peut induire une sénescence précoce de 

l’axe reproducteur (Mereness et al. 2016). En outre, il a été rapporté que les femmes présentant 

des polymorphismes mononucléotidiques d’ARNTL (Bmal1) avaient plus de fausses couches 

et un taux de grossesse inférieur à celles n’ayant pas ce polymorphisme (Kovanen et al. 2010).  

Il est maintenant bien établi que le déclenchement du pic préovulatoire de LH, chez les rongeurs 

femelles dépend d’un signal journalier initié par les NSC (Christian, Mobley, and Moenter 

2005). Cependant, bien que ce signal se produise chaque jour, il n’est efficace pour induire le 

pic préovulatoire de LH que lorsque la sécrétion d’œstrogènes par les follicules ovariens 

matures atteint un seuil critique c’est-à-dire au moment du proestrus. L'occurrence du signal 

quotidien émis par les NSC peut être démasquée chez les souris OVX implantées avec une 

capsule oestrogénique produisant des concentrations d’œstrogènes constantes et semblables à 

celles du proestrus. En effet, dans ce cas, le pic préovulatoire de LH se produit chaque jour à 

l’interface lumière/obscurité (Legan, Coon, and Karsch 1975)(Christian, Mobley, and Moenter 

2005)(Figure 18). 

 

 
Figure 18 : Induction du pic préovulatoire de LH pendant 4 jours consécutifs après insertion de capsules 

contenant de l'estradiol (J0) chez des rates ovariectomisées. Les implants sont laissés en place pendant 4 jours. 

Chaque histogramme représente la concentration plasmatique moyenne ± SEM de LH chez 6 rats. La zone 

pointillée représente les concentrations en estradiol dans des pools de sérum provenant d’un groupe distinct de 6 

rats traités de la même manière. D’après (Legan, Coon, and Karsch 1975). 

 

Bien que les NSC aient un rôle crucial dans la régulation rythmique de l’axe reproducteur, de 

plus en plus d’études suggèrent que des horloges périphériques localisées dans des structures et 
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FIG. 3. Failure to observe LH surges following adminis-
tration of sesame oil (day 0) to rats ovariectomized 2
weeks previously. Each bar depicts mean ± SE of
plasma LH concentrations. Numbers at the base of the
bars represent the number of observations.

ing LH increases gradually throughout the
first 4 weeks after ovariectomy.

To investigate the magnitude and dura-
tion of the estrogen stimulus required for
induction of repetitive LH surges in long-
term ovariectomized rats, Silastic capsules
containing estradiol-17/3 were implanted SC
into 12 rats at 7:00 AM on the 15th day after
ovariectomy, day 0. Within 1 hr after inser-
tion of the implants, circulating estradiol
increased abruptly from undetectable levels
(<5 pg/ml) to approximately 125 pg/ml
and then decreased to a mean of 75
pg/ml (Figs. 4 and 5), a level 2-3 fold
greater than that observed late on the
morning of proestrus (15, 16 and see Mate-
rials and Methods). Within 2 hr after re-

moval of the implants, serum estradiol
concentrations fell to baseline (Figs. 4 and
5). In 6 rats, the estradiol implants were
left in place for 4 days, whereas in the
remaining 6, the capsules were removed
after 29V̂  hr (12:30 PM on day 1), a stimulus
duration approximating that of the
preovulatory rise in serum estradiol
concentrations (15,16). Within 5Vk hr after
insertion of the capsules, circulating LH
decreased 50% in all rats and remained
suppressed for the next 4 days (Figs. 4 and
5). Surprisingly, a daily LH surge occurred
in both groups on all 4 days (Figs. 4 and 5).
Although the magnitude of the LH in-
creases observed at 5:00 PM declined pro-
gressively when the implants were removed
after 29V2 hr (Fig. 5), it is especially
noteworthy that they persisted for 3 days in
the absence of detectable circulating es-
tradiol concentrations.

Discussion
The foregoing observations that adminis-

tration of either EB or estradiol-17/3 to
ovariectomized rats can elicit LH surges
during the release period on at least 4
consecutive days indicates that, in such
rats, there is a daily signal which imparts a
24-hr periodicity to the mechanism which
controls the LH surge. This finding
confirms the observations of Caligaris et al.
(1) and Neill (2) and expands them by
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FIG. 4. Induction of an LH surge
on 4 consecutive days by in-
sertion of Silastic capsules con-
taining estradiol into rats on the
15th day following ovariectomy
(day 0). The implants were left
in place for 4 days. Each bar
depicts mean ± SE of plasma LH
concentrations in 6 rats. The
stippled area enclosed by the
solid line represents estradiol
concentrations in serum pools
obtained from a separate group
of 6 similarly treated rats (see
Materials and Methods).
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des organes de l’axe gonadotrope pourraient également jouer un rôle dans la synchronisation 

de la reproduction chez les mammifères femelles. Ainsi l'axe hypothalamo-hypophyso-ovarien 

est un axe multi-oscillatoire fonctionnel. En effet, les neurones à Kp (Chassard et al. 2015), les 

neurones à GnRH (Russo et al. 2015), les cellules gonadotropes de l’hypophyse (Chu et al. 

2013), l’utérus (Uchikawa et al. 2011) et les ovaires (Sellix and Menaker 2010) expriment des 

gènes horloges avec des oscillations circadiennes endogènes.  

 

E. Régulation journalière de l’axe gonadotrope   

a. Évidence d’un rythme journalier de l’axe hypothalamo-hypohyso-

ovarien 

 

Le système reproducteur féminin présente une composante journalière. En effet, le pic 

préovulatoire de LH survient spécifiquement à la fin de la période de repos, c'est-à-dire en fin 

de journée pour les espèces nocturnes comme la souris ou le rat (Miller et al. 2004)(Czieselsky 

et al. 2016)(Figure 4) et à la fin de la nuit pour les espèces diurnes comme le rat roussard 

(McElhinny et al. 1999) ou encore la femme (Figure 5).  Ainsi, chez la femme, le pic de LH 

survient dans 50 à 80 % des cas entre 4 et 8 heures du matin, c'est-à-dire à la fin de la période 

de repos (Figure 5)(Cahill et al. 1998)(Kerdelhué et al. 2002). 

 

b. Liens fonctionnels entre l’horloge circadienne et l’axe hypothalamo-

hypophyso-ovarien  

 

Des études neuroanatomiques et physiologiques ont mis en évidence deux sorties 

neurales des NSC pouvant transmettre des informations journalières à l’axe reproducteur : la 

VP et le VIP.  

Dès 1999, des expériences ont permis de mettre en évidence un rôle critique de la VP sur le pic 

préovulatoire de LH. L'administration ICV de VP chez des rates, ayant subit une lésion des 

NSC, et une OVX avec implants d’œstrogènes, induit un pic préovulatoire de LH (Palm et al. 

1999)(Palm et al. 2001). A l’inverse le traitement par un antagoniste des récepteurs de la VP 

(V1A et V1B) chez un rongeurs femelle intacte entraîne une diminution du pic préovulatoire 

de LH (Funabashi et al. 1999)(Miller et al. 2006)(Tableau 3).  
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Ces travaux indiquent que la VP dont la sécrétion est maximale entre 6 à 12h après le début du 

jour (Kalsbeek et al. 1995) est un acteur essentiel dans la cascade de signalisation qui conduit à 

la décharge hormonale de LH en fin de phase de repos provoquant l’ovulation. Chez les 

rongeurs, il est maintenant bien établi que la signalisation VPergique des NSC est intégrée au 

niveau des neurones à Kp situés dans l’AVPV/PeN. En effet des neurones à Kp reçoivent des 

projections VPergiques monosynaptiques provenant des NSC (Vida et al. 2010). De plus, les 

neurones à Kp expriment le récepteur V1A et ils sont spécifiquement activés par la VP 

(Williams et al. 2011)(Piet et al. 2015). De façon intéressante, l’innervation VPergique et 

l’activation par la VP des neurones à Kp dépend des concentrations circulantes d’œstrogènes 

(Williams et al. 2011)(Piet et al. 2015). Par ailleurs, l'activation de l’axe reproducteur par la VP 

chez le rongeur femelle n’est possible qu’à la transition entre la fin de la période de repos et le 

début de la période d’activité et ceci de façon dépendante des œstrogènes (Williams et al. 2011). 

Cependant cette fenêtre temporelle ne dépendrait pas de l’action de la VP sur les neurones à 

Kp, mais de l’activation de Kp (induite par la VP) sur les neurone à GnRH  (Williams et al. 

2011). 

Il est important de noter qu’un effet stimulateur de la VP sur la sécrétion de LH n’a été observé 

que dans des modèles d’animaux en hypogonadisme induit avec une réponse qui n’est pas 

systématique. En effet, la VP n’induit une sécrétion de LH que dans 30 à 60% des cas (Palm et 

al. 2001)(Miller et al. 2006). De même, l’effet inhibiteur d’un antagoniste des V1A sur la 

sécrétion de LH n’a été montré que sur un modèle d’hypogonadisme induit (souris femelles 

mutées pour Clock) avec une injection mixte VP + antagoniste de la VP (aVP)(Miller et al. 

2006). Seule l’utilisation d’un mélange d’antagoniste des deux récepteurs V1A+V1B a monté 

un effet inhibiteur sur la sécrétion de LH sur un axe hypothalamo-hypohyso-ovarien intact 

(Funabashi et al. 1999). L’ensemble des études in vivo sont résumées dans le tableau 3.  
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Tableau 3 : Résumé de la littérature sur l’effet d’injection de vasopressine ou d’antagoniste 

vasopressinergique sur la sécrétion de LH chez des rongeurs femelles. 

Référence  Espèce 
(n)  

Site / voie 
d’injection  

Type de 
neuropeptide  

Dose Délai de dosage de la 
LH après injection 

Remarques  

(Funabashi 
et al. 1999) 

Rat femelle 
adulte 
 
(n=6 par 
groupe) 

ICV  Antagoniste 
V1A et V1B  

1 µg à ZT 8 
le jour du 
proestrus  
 

ZT6, 7, 8, 8.3, 8.6, 9, 
10 jusqu’à 16 
(Extinction lumière à 
ZT 14, LD14/10) 

Diminution de 50% de la sécrétion de LH 
lors du pic 
Pas de décalage dans le temps du pic de LH   

(Palm et al. 
1999) 

Rat femelle 
adulte avec 
lésion SCN  
(+ OVX + 
implant E2) 

ICV infusion 
continue par 
microdialyse  

VP  50 ng/µl 
ZT 6 à 14.5 

De ZT 7.5 à 15.5 de 
façon horaire  

Réponse sur la sécrétion de LH dépendante 
de l’importance de la lésion 
En cas de petite lésion, pic moyen de LH à 
14.6 ng/ml à ZT 10.5  

(Palm et al. 
2001) 

Rat femelle 
(+ OVX + 
implant E2) 
(n= 8 à 36) 

ICV infusion 
continu  

VP  
 
 
 
 
Antagoniste 
V1A 

50 ng/µl 
ZT 7.5 à ZT 
12.5 ou ZT 0 
à 5 
 
10 ou 25 
ng/µl 
ZT 4 à 7 et 
ZT 0 à 5 

Prélèvements horaires 
durant 8 à 10h 
 
 
 
 
 

Augmentation de la sécrétion de LH si 
infusion entre ZT 7.5 et 12.5 (pas entre ZT0-
5).  
 
 
Pas d’effet sur la sécrétion de LH  
 
Pas de différence au niveau du ZT du pic de 
LH 

(Miller et al. 
2006) 

Souris femelle 
adulte mutante 
pour le gène 
Clock 
 (n=13 à 19) 
 
 
Souris femelle 
sauvage  
 

ICV  Antagoniste 
V1A et VP 
 
 
 
 
Antagoniste 
V1A 

AntaVP : 50 
ng/2µl 
VP : 3 ng/2µl 
ZT 11 le jour 
du proestrus  
 
 
ZT6 et ZT11 

ZT 13.5 (LD 12/12, 
avec extinction de la 
lumière à ZT12) 

Augmentation significative de la sécrétion de 
LH dans le groupe VP (moyenne de LH à 7.4 
ng/ml), MAIS 11/18 (61%) présentent une 
stimulation de la LH < 5 ng/ml. Dans le 
groupe antagoniste VP + VP : pas 
d’augmentation de la LH  
 
Pas de différence significative.  
Rq : à ZT6, 5/16 (30%) (le texte annonce 19 
souris) ont une sécrétion de LH > 10 ng/ml,  
alors que dans la même équipe, le début du 
pic de LH est à partir de ZT9 (Miller et al. 
2004) 
 

 

Des fibres VIPergique issues du NSC projettent sur les neurones à GnRH exprimant le récepteur 

VIP (van der Beek et al. 1993)(Smith, Jiennes, and Wise 2000). De façon intéressante, les 

afférences VIPergiques sur les neurones à GnRH sont sexuellement dimorphiques, les rats 

femelles présentant une innervation VIPergique supérieure à celle des mâles (Horvath, Cela, 

and van der Beek 1998). Conformément à ces observations neuroanatomiques, des études 

pharmacologiques renforcent l’implication du VIP dans le contrôle du pic préovulatoire de LH. 

En effet, l’administration d’un antagoniste du VIP ou d’un anticorps VIP atténue l’activation 

des neurones à GnRH le jour du proestrus (Christian and Moenter 2008) et réduit le pic 

préovulatoire de LH chez les rats femelles (van der Beek, Swarts, and Wiegant 1999). 

L’application de VIP sur des tranches d’hypothalamus augmente les potentiels d’action et les 

concentrations intracellulaires de calcium des neurones à GnRH (Piet et al. 2016). 

Finalement il est possible que le message circadien des NSC soit transmis à l’axe reproducteur 

via les neurones RFRP-3. Chez des rongeurs femelles, les NSC projettent des fibres VPergiques 

et VIPergiques sur les neurones à RFRP-3 (Russo et al. 2015). L’administration centrale de VIP 
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supprime l’activité des neurones à RFRP-3 à la fin mais pas au début de la période de repos 

alors que la VP est sans effet sur les neurones à RFRP-3  (Russo et al. 2015).  

En conclusion, l’ensemble de ces études indiquent que l’horloge centrale des NSC utilise 

essentiellement deux voies neuropeptidergiques VP et VIP pour signaler l’heure du jour vers 

les neurones à GnRH (VIP), à Kp (VP) et à RFRP-3 (VP et VIP) qui en aval régulent les cycles 

reproducteurs (Figure 19). 
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Figure 19 : Représentation schématique de la voie neuroendocrine de l’axe gonadotrope féminin. L'horloge 

circadienne centrale située dans le noyau suprachiasmatique (NSC) hypothalamique est synchronisée 

principalement avec le cycle lumière/obscurité et dans une moindre mesure par d'autres signaux temporels (prise 

alimentaire, sommeil, activité). Deux neuropeptides des NSC transmettent les informations quotidiennes à l'axe 

reproducteur : la vasopressine (VP) est l'émetteur quotidien le plus important qui régule les neurones à kisspeptine 

(Kp) des noyaux périventriculaire antéroventral (AVPV) qui activent fortement les neurones GnRH situés dans 

l’aire pré-optique (APO); le peptide intestinal vasoactif (VIP) module l'activité des neurones GnRH directement 

ou indirectement via les neurones de l'hypothalamus dorsomédians (DMH) qui expriment le peptide RFRP. La 

GnRH libérée active la synthèse et la libération des gonadotrophines LH (hormone lutéinisante) et FSH (hormone 

folliculo-stimulante) qui régulent à leur tour la maturation de l'ovocyte, la synthèse d'œstrogène et enfin l'ovulation 

déclenchée par le pic préovulatoire de LH. Tout au long du cycle estrien, l'œstradiol agit sur l’axe gonadotrope, 

principalement via son récepteur nucléaire α (ERα) et dans une moindre mesure via l'ERb. Les neurones à Kp sont 

les principales cibles de l'œstradiol avec un effet inhibiteur en cas de concentration faible au niveau des neurones 

à Kp du noyau arqué et un effet stimulateur en cas de concentration élevé sur les neurones à Kp de l’AVPV. En 

plus de l'horloge centrale de NSC, des horloges périphériques sont situées au niveau des neurones à Kp de l’AVPV, 

des neurones à GnRH, des cellules gonadotropes hypophysaires et au niveau des cellules de l'ovaire. D’après 

(Simonneaux 2018). 
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IV. Le travail posté : effets de la perturbation circadienne sur l’axe 

reproducteur  
 

A. Le travail posté : définition  
 

La société moderne nécessite, dans un certain nombre de secteurs, un fonctionnement 

sur 24 heures, ce qui exige qu'un nombre croissant d'employés travaillent en dehors de la 

période d'activité naturelle. En 1990, l'Organisation Internationale du Travail a défini le travail 

posté comme « une méthode d'organisation du temps de travail dans laquelle les travailleurs se 

succèdent sur le lieu de travail de manière à ce que l'établissement puisse fonctionner plus 

longtemps que les heures de travail individuels ». Dans un système de travail posté, le temps de 

travail peut être organisé en 2 ou 3 périodes (ou « shift ») : précoce, tardive et nocturne. Dans 

un système à 3 « shifts » la période précoce consiste en un travail pendant la matinée et le début 

d'après-midi ; la période tardive consiste en un travail jusqu’en fin d'après-midi, et la période 

nocturne consiste en un travail pendant la nuit. Les travailleurs peuvent être affectés à des 

périodes de travail stables ou des périodes qui varient régulièrement au cours du temps (système 

de « travail posté »). En réalité le travail posté et le travail de nuit recouvrent une multitude de 

possibilités : avec différents systèmes horaires appelés 2×9h, 3×8h, 4×8h, 5×8h, 2×12 h, 

dépendants des choix faits par les entreprises. De plus, le travail posté peut être défini par un 

nombre variable de périodes, de durées, de structures (continue ou non), d’heures de début et 

de fin de travail. Une difficulté supplémentaire pour définir le travail posté / de nuit provient de 

définitions variables au sein même de l'Union Européenne. Ainsi, en France, le travail de nuit 

est défini comme tout travail effectué entre 21 heure et 6 heure ; en Allemagne, il est défini 

comme 2 heures du travail quotidien entre 23 heure et 6 heure ; en Italie, comme plus de 7 

heures consécutives entre minuit et 5 heure ; en Belgique, entre 20 heure et 6 heure ; ou encore 

au Royaume Uni, 3 heures du travail quotidien entre 23 heure et 6 heure.  

Dans les pays industrialisés, 20 à 30% des hommes et 15 à 20% des femmes travaillent en 

travail posté / de nuit (Pati, Chandrawanshi, and Reinberg 2001). Aux États-Unis, des études 

épidémiologiques font état de plus de 15 millions de personnes travaillant en horaire posté 

(Lawson et al. 2011). En France, en 2012, 15,4 % des salariés (21,5 % d’hommes et 9,3 % de 

femmes), soit 3,5 millions de personnes, travaillaient la nuit, 8 % de manière occasionnelle et 

7,4 % de manière habituelle. Cela correspond à une augmentation d’un million de salariés en 
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20 ans, celle-ci étant particulièrement importante chez les femmes de moins de 30 ans (Dares 

Analyses, Ministère du travail, août 2014). Le travail posté de nuit est le plus répandu dans le 

tertiaire : il concerne 30 % des salariés dans la fonction publique et 42 % dans les entreprises 

privées de service. Les cinq familles professionnelles les plus concernées par le travail posté de 

nuit sont les conducteurs de véhicule, les policiers, les militaires, les professionnels de santé et 

les ouvriers dans les industries de production. 

Les salariés en travail posté ont des conditions de travail plus difficiles que les autres salariés. 

Ils sont soumis à une pression temporelle plus forte, des facteurs de pénibilité physique plus 

nombreux (Dares Analyses, Ministère du travail, aout 2014). C’est pourquoi en France, la loi 

du 20 décembre 2014 relative à la simplification de la vie des entreprises, a inclu le travail de 

nuit comme nouveau facteur de pénibilité. Le seuil d'exposition est fixé à une heure de travail 

entre minuit et 5 heures, et ce pour une durée minimale de 120 nuits par an (ce qui représente 2 

nuits par semaine). Lorsqu'un salarié est exposé à des facteurs de pénibilité qui vont au-delà de 

certains seuils, l'employeur doit établir une fiche individuelle d'exposition. Le salarié bénéficie 

alors d'un compte personnel de prévention de la pénibilité sur lequel il peut accumuler des 

points, pour les utilisations suivantes : (1) partir en formation pour accéder à des postes moins 

ou pas exposés à la pénibilité, (2) bénéficier d'un temps partiel sans perte de salaire, (3) partir 

plus tôt à la retraite en validant des trimestres de majoration de durée d'assurance vieillesse.  

 

B. Conséquences du travail posté 
 

Le travail posté incluant des heures de nuit (travail posté/de nuit) est un puissant 

perturbateur circadien, modifiant à la fois l’exposition aux cycles lumière/nuit, la qualité et la 

quantité de sommeil, le rythme des prises alimentaires et l’activité locomotrice.  

Un rapport de l’ANSES de juin 2016 a fait l’analyse des principaux risques sanitaires pour 

les professionnels exposés à des horaires de travail posté / de nuit. Cette analyse a 

montré des risques avérés de complications cardiovasculaires et métaboliques (186 études), de 

troubles du sommeil (105 études), ou encore des risques néoplasiques (24 études). Ce rapport 

a également alerté sur le manque d’études épidémiologiques portant sur l’effet de ces 

horaires postés / de nuit sur des pathologies liées aux systèmes reproducteur, digestif 

et immunitaire (rapport ANSES de juin 2016 (Saisine n° 2011-SA-0088 « horaires 

atypiques »)). 
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a. Effets métaboliques 

  

            Les complications métaboliques qui peuvent être observées sont une hypertension 

artérielle (Chen, Lin, and Hsiao 2010), un sur-risque de développer un surpoids ou une obésité 

(Rosa et al. 1990)(Rosmond, Lapidus, and Björntorp 1996) ou une augmentation du risque 

d’intolérance au glucose voire de développer un diabète de type II (Hampton et al. 

1996)(Ribeiro et al. 1998)(Simon, Weibel, and Brandenberger 2000). Le travail posté peut donc 

favoriser la survenue d’un syndrome métabolique (Ye et al. 2013). Un lien de causalité entre le 

travail posté / de nuit et la prise de poids ainsi qu’un indice de masse corporelle élevé est souvent 

signalé, notamment après 5 ans de travail posté / de nuit (Pan et al. 2011). En effet, une étude 

rétrospective portant sur 6413 travailleurs postés / de nuit masculins a montré un risque accru 

de diminution de la tolérance au glucose (même chez les travailleurs ayant un poids corporel 

normal et stable) par rapport aux travailleurs de jour (Oyama et al. 2012). De même, une méta-

analyse récente a montré un risque accru de 1,09 de développer un diabète de type 2 en cas de 

travail posté / de nuit (Gan et al. 2015). 

 

b. Effets cardiovasculaires 

 

          L’analyse de 17 études, réalisées entre 1949 et 1998, a montré une augmentation de 40% 

du risque de cardiopathie ischémique chez les travailleurs postés / de nuit par rapport aux 

travailleurs de jour (le risque relatif allait de 0,4 à 3,6 avec la majorité entre 1 et 2)(Bøggild and 

Knutsson 1999). Dix ans plus tard, une nouvelle analyse, réalisée à partir de 16 études 

épidémiologiques publiées entre 1972 et 2008,  a rapporté une évidence épidémiologique 

limitée d'une corrélation entre le travail posté / de nuit et la cardiopathie ischémique (Frost, 

Kolstad, and Bonde 2009). Plus récemment, une importante méta-analyse, réalisées sur 34 

études publiées entre 1983 et 2011, et incluant plus de deux millions de personnes, a indiqué 

que le travail posté / de nuit était associé à une augmentation significative des infarctus du 

myocarde et des événements coronaires, avec ou sans appariement aux autres facteurs de risque 

(Vyas et al. 2012). Depuis, quatre autres études épidémiologiques ont montré un risque accru 

d'événements coronariens et de mortalité par maladie cardiovasculaire après 5 ans de travail 

posté / de nuit (Carreón et al. 2014)(Hermansson et al. 2015)(Gu et al. 2015)(Park et al. 2015). 
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c. Effets oncologiques  

 

            Depuis une vingtaines d’années, des études épidémiologiques montrent un lien entre le 

travail posté et le cancer du sein (Schernhammer et al. 2001)(Davis, Mirick, and Stevens 

2001)(Hansen 2001)(Schernhammer et al. 2006)(Pesch et al. 2010)(Davis et al. 2012)(Hansen 

and Lassen 2012)(Bonde et al. 2012)(Grundy et al. 2013)(Rabstein et al. 2013)(Knutsson et al. 

2013) conduisant l’International Agency for Research on Cancer (IARC) à classer, en 2007, le 

travail posté comme agent potentiellement cancérigène chez l’humain (groupe 2A)(IARC 

2007). 

 

d. Effets sur le sommeil  

 

            Des troubles du sommeil sont également décrits chez des travailleurs en travail posté / 

de nuit. La durée de sommeil est plus courte d’une heure en moyenne et la période 

d’endormissement est plus longue (Harlow and Matanoski 1991). Cette altération de la qualité 

du sommeil est associée à des troubles de la vigilance (Van Reeth 1998) et des troubles anxieux 

ou dépressifs (Boivin, Tremblay, and James 2007). 

 

e. Effets psychologiques 

  

            Le travail posté / de nuit est également associé à un stress chronique avec un impact 

significatif sur la sécrétion de cortisol (Goichot et al. 1998)(Weibel and Brandenberger 

2002)(Oster 2010)(Gumenyuk et al. 2014)(Ulhôa et al. 2015). Ceci est d’autant plus impactant 

que le cortisol joue un rôle majeur dans la resynchronisation circadienne des horloges centrales 

et périphériques dans un contexte de décalage horaire chronique (Oster 2010). Le cortisol est 

une hormone très représentative de la rythmicité circadienne chez l’humain et chez le rongeur 

car elle présente un pic très marqué à la fin de la période de repos contrôlé par le système 

circadien. Une altération du cycle lumière/obscurité induit une perturbation de la sécrétion du 

cortisol chez l’humain ou la corticostérone chez les rongeurs (Goichot et al. 1998)(Weibel and 

Brandenberger 2002)(Oster 2010)(Gumenyuk et al. 2014)(Ulhôa et al. 2015). Chez l’humain, 

une altération chronique du cycle lumière/obscurité sera responsable d’une augmentation du 

taux moyen mensuel de cortisol (Manenschijn et al. 2011). En cas de perturbation chronique du 
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cycle lumière/obscurité, l’augmentation du taux moyen du cortisol pourrait être un des 

mécanismes centraux impliqués dans le blocage de l’axe gonadotrope comme cela a été 

démontré dans un modèle de souris (Luo et al. 2015).  

 

C. Conséquence du travail posté sur la fertilité de la femme 
 

a. Effets obstétricaux  

 

Des études ont montré que le travail posté / de nuit est associé chez les femmes à une 

augmentation du risque de fausse couche (Cone et al. 1998), d’accouchement prématuré et de 

poids faible à la naissance (Nurminen 1998)(Mozurkewich et al. 2000)(Scott 2000), et à une 

diminution du temps d’allaitement maternel (Lakati, Binns, and Stevenson 2002). Au niveau 

gynécologique, il a été postulé que le travail posté favoriserait l’apparition d’endométriose 

(Marino et al. 2008). Étant donné l'importance du système circadien dans la régulation de la 

reproduction féminine, les travailleuses en travail posté / de nuit sont potentiellement exposées 

à une dysrégulation de leur axe reproducteur et donc à une altération de la fertilité.  

 

b. Évaluation de la fertilité chez la femme  

 

Il existe différents critères pour évaluer la fertilité chez les femmes : la régularité du 

cycle menstruel, l’échographie ovarienne, la détection du pic de LH, le dosage de progestérone 

et finalement la grossesse. 

 

1- La régularité du cycle menstruel : le plus utilisé  

 

Le cycle menstruel correspond à la période allant du premier jour des règles jusqu'au 

premier jour des règles suivantes. Quand il est régulier, le cycle menstruel dure généralement 

28 jours mais il peut durer de 21 à 35 jours en étant normal (variation inférieure à 7 jours). Les 

règles peuvent durer de trois à sept jours. Un cycle est défini comme court lorsqu’il dure moins 

de 21 jours et longs lorsqu’il dure plus de 35 jours. 

La variabilité de la durée des cycles, plutôt que la longueur des cycles per se est considérées 

comme un facteur prédictif de fertilité (Kolstad et al. 1999)(Small et al. 2006)(Brown 
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2011)(Sasaki et al. 2016). En effet, l’anovulation est plus fréquente lorsque la durée des cycles 

menstruels dévie des 28 jours attendus (Harlow and Ephross 1995). Lorsque les cycles sont plus 

longs que 35 jours ou plus courts que 25 jours, la probabilité que le cycle soit anovulatoire est 

augmentée de 10 à 30% comparativement aux cycles dont la durée est comprise entre 25 et 35 

jours. Chez les femmes entre 25 et 39 ans, 7 à 9% des cycles seulement sont physiologiquement 

anovulatoires (Harlow and Ephross 1995). La variabilité de la longueur du cycle est 

généralement due à une variation de la durée de la phase folliculaire, qui peut durer de 10 à 23 

jours (Harlow and Ephross 1995). A l’inverse, la phase lutéale d’un cycle est relativement 

constante chez toutes les femmes, avec une durée moyenne de 13 à 14 jours (extrêmes entre 8 

et 17 jours). 

Dans une étude prospective, 295 femmes âgées de 20 à 35 ans, en couple et désirant une 

grossesse, ont été suivies durant 6 cycles (Kolstad et al. 1999). Le calendrier de cycles 

menstruels a montré que les femmes ayant une variabilité de la durée de leurs cycles supérieure 

à 10 jours avaient une fertilité de 75 % inférieure à celles qui n’avaient pas de variation de leurs 

cycles menstruels.  

De façon notable, la durée du cycle menstruel auto-rapportée est surestimée de 0,7 jour 

comparativement à la durée mesurée avec la tenue d’un calendrier menstruel (Jukic et al. 2008). 

De telles différences sont également retrouvées sur le paramètre « régularité menstruelle ». 

C’est pourquoi la longueur des cycles et la régularité menstruelle doivent être évaluées sur 

plusieurs cycles à l’aide d’un calendrier menstruel (Jukic et al. 2008)(Smith-DiJulio, Mitchell, 

and Woods 2005).  

En conclusion, la régularité des cycles menstruels peut être un élément utile pour évaluer la 

fertilité chez une femme mais expose à des biais de recueils. De plus, la régularité des cycles 

n’est pas strictement corrélée à une ovulation (Harlow and Ephross 1995) et l’analyse des 

données épidémiologiques utilisant ce paramètre pour étudier la fertilité est biaisée par 

l’utilisation d’une définition de l’irrégularités très variable (quand elle est définie).  

 

2- L’occurrence d’une grossesse ou le temps de conception : une fertilité 

certaine 

 

Ce critère d’évaluation a régulièrement été utilisé pour l’évaluation de la fertilité. Il 

pourra affirmer la fertilité d’une femme en cas de grossesse. Mais dans le cas contraire, il ne 

permettra pas d’affirmer une diminution de la fertilité chez une femme, mais bien une 
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diminution de la fertilité d’un couple. De plus ce critère ne peut être utilisé que pour des femmes 

en couple, avec désir de grossesse, et ayant des rapports réguliers.  

 

3- L’échographie ovarienne : le « gold standard » 

 

La réalisation d’une échographie ovarienne par voie transvaginale au milieu du cycle 

chez des femmes ayant des cycles réguliers est le meilleur examen permettant de détecter si un 

cycle est anovulatoire (Ecochard et al. 2001).  Ainsi le compte des follicules antraux (CFA) est 

un bon marqueur de la réserve ovarienne (Iliodromiti, Anderson, and Nelson 2015). Malgré sa 

fiabilité, l’utilisation de l’échographie diagnostic (chez des femmes ayant un cycle menstruel 

régulier) reste difficile à mettre en place dans le cadre d’étude clinique.   

 

4- La détection du pic préovulatoire de LH et le dosage de la 

progestérone sanguine  

 

L’ovulation survient 9 à 23h après l’occurrence du pic de LH (Spieler 1980)(Pauerstein 

et al. 1978). Puisque la prévalence de l’anovulation peut être variable au sein d’une cohorte de 

femmes en bonne santé, et difficile à diagnostiquer par échographie transvaginale la mesure des 

taux de LH et de progestérone est un critère alternatif très utilisé pour le diagnostic 

d’anovulation. En général, le diagnostic de l’ovulation basé sur le taux sanguin de LH et de 

progestérone lutéale a tendance à sous-estimer les cycles anovulatoires, comparativement au 

diagnostic basé sur des mesures de la LH urinaire en milieu de cycle. Ces données sont 

particulièrement importantes pour la recherche de facteur de risque d’anovulation. La 

prévalence de l’anovulation pouvant varier de 3,4 à 18,6 % chez des femmes en bonne santé, 

avec des cycles réguliers, en fonction de l’outil diagnostic utilisé (Lynch et al. 2014). Cette 

variabilité intrinsèque au test utilisé sera probablement plus importante dans une cohorte de 

femmes en moins bonne santé. 

La progestérone sanguine est un bon marqueur d’ovulation car sa sécrétion par le corps lutéal 

(ou corps jaune) augmente progressivement suite à l’ovulation afin de préparer l’endomètre 

pour l’implantation. Le taux de progestérone sanguine dans les jours précédents les 

règles reflète la qualité du corps jaune (et indirectement l’occurrence de l’ovulation). Ainsi dans 

les 7 jours précédents les règles chez des femmes ayant un cycle inférieur à 35 jours (par 

exemple au 21éme jour du cycle d’une femme ayant un cycle menstruel de 28 jours), un taux 
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sanguin de progestérone supérieur à 5 ng/ml reflète l’existence d’un cycle ovulatoire (Malcolm 

and Cumming 2003). Cependant afin de contourner le problème des femmes ayant des cycles 

irréguliers, la mesure de la progestérone peut être répétée toutes les semaines, et la valeur de 

progestérone à considérer comme prédictive sera celle qui précède les menstruations de 7 jours. 

Dans une cohorte de 101 patientes avec des cycles réguliers ayant consulté pour une infertilité, 

lorsqu’une corrélation est recherchée entre la progestérone et une ovulation diagnostiquée par 

échographie transvaginale, le cutoff de 6 ng/ml de progestérone sanguine durant la phase lutéale 

(7 jours avec le cycle suivant), présente un sensibilité de 80 % et avec une spécificité de 71% 

pour la détection de l’ovulation (pour la LH urinaire la sensibilité est de 100% et la spécificité 

de 25%)(Guermandi et al. 2001). Cependant, certains auteurs suggèrent qu’une concentration 

de progestérone inférieure à 10 ng/ml en milieu de phase lutéale est associée à un taux de 

grossesse plus faible comparativement aux femmes ayant une concentration de progestérone 

supérieure à 10 ng/ml (Hull et al. 1982). Certains auteurs estiment que la seule mesure de la 

progestérone n’est pas suffisante pour évaluer la qualité de la phase lutéale et la probabilité 

d’une ovulation  (Rosenfeld, Chudow, and Bronson 1980)(Cumming et al. 1985). C’est 

pourquoi, l’association du critère de concentration de progestérone après ovulation à celui de la 

LH urinaire permet d’augmenter la probabilité de détecter l’ovulation (Roos et al. 2015). Ainsi, 

dans une étude comprenant 40 femmes en bonne santé dont la survenue d’une ovulation était 

objectivée par échographie, 100% d’entre elles présentaient un pic de LH (> 10 mUI/ml) la 

veille de l’ovulation et un taux de progestérone supérieur à 6 ng/ml entre le 21éme et le 24éme 

jour du cycle (Guermandi et al. 2001). 

 

c. Étiologies de l’hypofertilité féminine  

 

De multiples facteurs peuvent conduire à une diminution de la fertilité, c’est pourquoi, 

il est important de recueillir le maximum de facteurs confondants lorsque les causes d’infertilité 

sont recherchées.  

 

Les facteurs ayant un impact négatif sur la fertilité peuvent être intrinsèques tels que l’âge ou 

l’origine ethnique (Gordley et al. 2000) ou liés à des pathologies génétiques (de Roux, Carel, 

and Leger 2016). Différentes pathologies gynécologiques (endométriose, syndrome de ovaires 

micropolykystique…) peuvent aussi avoir un impact négatif sur la fertilité. Il existe aussi un 

grand nombre de facteurs extrinsèques tels que le tabac (Harlow and Park 1996)(Sundell, 
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Milsom, and Andersch 1990), l’alcool (Harlow and Park 1996), l’index de masse corporel 

(Harlow and Matanoski 1991)(Harlow and Park 1996) et le stress (Gordley et al. 2000)(Messing 

et al. 1993)(Matsumoto, Tamada, and Konuma 1979)(Shortridge et al. 1995)(Hatch, Figa-

Talamanca, and Salerno 1999). Le stress est un facteur décrit comme augmentant le taux de 

prolactine (Theorell et al. 1993), une hormone connue pour inhiber l’axe gonadotrope. Enfin 

un environnement de travail néfaste (bruit, vibration, exposition à des solvants 

organiques)(Messing et al. 1993) peut également participer à une diminution de la fertilité 

féminine.  

 

d. Impact du travail posté sur la fertilité  

 

Différents travaux ont analysé la relation entre fertilité et travail posté / de nuit en chez 

des femmes travaillant dans les hôpitaux, les abattoirs et les industries (Olsen 1991)(Miyauchi, 

Nanjo, and Otsuka 1992)(Messing et al. 1992)(Ahlborg, Axelsson, and Bodin 1996)(Spinelli, 

Figà-Talamanca, and Osborn 1997)(Tuntiseranee et al. 1998)(Hatch, Figa-Talamanca, and 

Salerno 1999) (Labyak et al. 2002)(Lohstroh et al. 2003)(Zhu et al. 2003)(Chung, Yao, and 

Wan 2005)(Lawson et al. 2011)(Wan and Chung 2012)(Davis et al. 2012)(Attarchi et al. 

2013)(Stocker et al. 2014)(Wang et al. 2016).    

Il est important de noter que ces études présentent une grande hétérogénéité sur les modalités 

de recueil des données et sont le plus souvent rétrospectives (à l’aide de questionnaires, d’appels 

téléphoniques ou de bases de données…). Il existe également une grande hétérogénéité sur les 

critères de fertilité étudiés : température corporelle, troubles du cycle, délai pour être enceinte 

etc. De la même façon, la définition d’un cycle menstruel irrégulier est très variable selon les 

études. En effet, un cycle menstruel était défini comme régulier s’il dure entre 25 et 35 jours (2 

études) et comme irrégulier si la variabilité du cycle est supérieure à 3 jours (2 études) ou 

supérieure à 7 jours (3 études) et parfois aucun critère n’est donné (4 études). Il est également 

surprenant de voir dans un groupe de femme « contrôle » travaillant de jour que le pourcentage 

de cycles menstruels irréguliers atteint 53% (Bracci et al. 2014).  

La plupart des études ont décrit un impact négatif du travail posté / de nuit sur la fertilité. En 

utilisant le critère de la courbe de température corporelle (qui permet de déterminer si le cycle 

menstruel est monophasique ou biphasique, c'est-à-dire respectant au non la phase lutéale), le 

travail posté a été associé à un taux plus élevé de cycles courts et de phase lutéale inadaptée 

(Hatch, Figa-Talamanca, and Salerno 1999). Une plus grande prévalence de troubles menstruels 
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(cycles courts/ longs/irréguliers) est observée chez les femmes travaillant en horaires postés/de 

nuit en comparaison à des femmes travaillant en horaires classiques (Miyauchi, Nanjo, and 

Otsuka 1992)(Messing et al. 1992)(Ahlborg, Axelsson, and Bodin 1996)(Labyak et al. 

2002)(Lawson et al. 2011)(Attarchi et al. 2013)(Wan and Chung 2012)(Wang et al. 2016). 

Ainsi, les études les plus pertinentes, notamment par le nombre de femmes inclues, rapportent 

des cycles irréguliers dans 12 à 20% des travailleuses en horaires de travail posté contre 7 à 

10% des travailleuses en horaire de travail régulier (Labyak et al. 2002)(Attarchi et al. 2013). 

Dans une grande étude danoise incluant 17 531 femmes en travail de jour et 3907 femmes en 

travail posté, il a été rapporté que les femmes travaillant en soirée ou durant la nuit avaient un 

« temps de conception » plus long (avec un odds ratio ajusté de 0,8), comparativement aux 

femmes travaillant en horaire de jour (Zhu et al. 2003). Cependant les auteurs ont indiqué que 

la diminution de la fertilité était légère et pouvait être due à une planification de grossesse 

différente ou à des horaires de travail réduisant la possibilité de contacts sexuels.  De rares 

études ont analysé le profil de sécrétion des gonadotrophines avec des conclusions variables. 

Ainsi, certaines études ont rapporté que les niveaux de FSH et de LH ne différaient pas entre 

les travailleuses en horaires posté et ceux en horaires de jour (Miyauchi, Nanjo, and Otsuka 

1992)(Attarchi et al. 2013), tandis que d’autres ont montré que les concentrations de 

gonadotrophines étaient significativement augmentées chez les travailleuses en horaires posté 

comparativement aux travailleuses en horaires de jour (Davis et al. 2012). De façon paradoxale, 

dans 3 études, sur des femmes travaillant en horaires posté certaines n’avaient pas de variation 

des gonadotrophines présentaient des cycle irréguliers, alors que d’autres avaient une 

augmentation des gonadotrophines avaient des cycles réguliers (Miyauchi, Nanjo, and Otsuka 

1992)(Davis et al. 2012)(Attarchi et al. 2013). Des travaux ont montré que la production 

d’œstrogènes était significativement augmentée en condition d’horaire posté (Bracci et al. 

2014)(Gómez-Acebo et al. 2014), probablement en lien avec un allongement de la phase 

folliculaire (Lohstroh et al. 2003). Les taux de progestérone et d’androgène sont également 

augmentés avec un retard du pic de production des androgènes (Papantoniou et al. 2015). 

Finalement, il a été proposé que l’altération de la production nocturne de mélatonine en cas de 

travail posté pourrait avoir des effets anti-oestrogéniques (Cos et al. 2005)(Alvarez-García et 

al. 2013). En effet, la concentration urinaire de mélatonine tend à être plus faible avec un retard 

du pic de production nocturne en cas de travail posté (Miyauchi, Nanjo, and Otsuka 

1992)(Davis et al. 2012)(Gómez-Acebo et al. 2014)(Papantoniou et al. 2015). Ainsi, il a été 

proposé que l’association d’une inhibition de la sécrétion de mélatonine et d’une 

désynchronisation de la sécrétion des œstrogènes pourrait être impliquée dans les cancers 
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hormono-dépendants observés chez les travailleuses de nuit (Papantoniou et al. 2015)(Hill et 

al. 2015).  

Certaines études n’ont rapporté aucun trouble du cycle ou de la fertilité chez les femmes en 

travail posté (Olsen 1991)(Tuntiseranee et al. 1998)(Spinelli, Figà-Talamanca, and Osborn 

1997)(Chung, Yao, and Wan 2005)(Stocker et al. 2014). Cependant, une de ces études avait un 

très faible nombre de femmes inclues avec de façon surprenante 35 % de femmes dans le groupe 

contrôle présentant des cycles irréguliers (Chung, Yao, and Wan 2005). D’autres études ne 

rapportent pas de relation significative entre le travail posté et les troubles de la fertilité bien 

que le délai d’attente avant la grossesse était 2 fois plus long dans le groupe de travail posté 

comparativement au groupe travaillant durant la journée (Olsen 1991)(Tuntiseranee et al. 

1998).  

Les effets négatifs du travail posté en cas de grossesse, et notamment sur l’augmentation du 

risque de fausse couche sont controversés (Axelsson, Ahlborg, and Bodin 1996)(Bonde et al. 

2013). Pourtant, des risques obstétricaux ont été observés chez des hôtesses de l’air en « jet 

lag » (Lauria et al. 2006). Ainsi, de manière consensuelle, il est conseillé aux femmes enceintes 

d’éviter un travail posté, notamment avec des heures de nuit.   

L’ensemble de ces études apporte des informations hétérogènes et parfois contradictoires quant 

à l’impact du travail posté/de nuit sur la fertilité féminine. Ces différences peuvent être dues à 

une variabilité de la définition du travail posté, à des différences dans le niveau d’exposition, à 

la durée et l’âge au moment de l’exposition, à de nombreux facteurs confondants (comme le 

stress, la fatigue, l’obésité…) ou à encore des limitations méthodologiques (Gold and Tomich 

1994)(Weinberg, Baird, and Wilcox 1994).  

Devant la grande variabilité des études épidémiologiques et le manque d’études expérimentales 

chez l’humain, et notamment la femme, il parait primordial aujourd’hui de développer des 

modèles animaux d’étude des effets de la perturbation circadienne sur l’axe reproducteur pour 

évaluer l’effet du travail posté / de nuit sur la fertilité féminine. 

  

D. Modèle de travail posté chez les rongeurs   
 

Le travail posté / de nuit auquel l’humain est soumis est une situation très complexe 

pour laquelle il est très difficile de concevoir un modèle animal approprié. Une récente revue, 

a proposé quatre principaux paramètres dont l’altération peut entrainer une désynchronisation 
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des horloges biologiques : la prise alimentaire, l’activité, le sommeil et l’exposition de nuit à la 

lumière (Opperhuizen et al. 2015).  

A ce jour, seulement trois études ont analysé l’effet d’une modification du cycle 

lumière/obscurité sur le pic de LH (Moline et al. 1981)(Moline and Albers 1988)(Christian, 

Mobley, and Moenter 2005) (Tableau 4). Une première étude sur des hamsters sibériens 

femelles a analysé l’effet d’une avance ou d’un retard de phase unique de 3 heures (Moline and 

Albers 1988). Quand les hamsters étaient soumis à une avance de phase de 3 heures, réalisée 

entre 1 à 3 jours avant la période de l’estrus, le pic de LH suivant était désynchronisé par rapport 

au cycle lumière / obscurité, mais quand les hamsters étaient soumis à un retard de phase de 3 

heures, le pic de LH était plus rapidement synchronisé avec la période d’obscurité (Figure 20). 

Une autre étude réalisée chez des souris transgéniques GnRH-GFP OVX a montré qu’une 

avance de la phase d’obscurité de 2 heures entraine une avance du pic préovulatoire de LH 

(Christian, Mobley, and Moenter 2005). Finalement, une dernière étude, utilisant un paradigme 

photopériodique, a montré que la modification de la longueur de la photopériode chez des 

hamsters femelles, entraine un décalage similaire du pic de LH (qui apparait avant la phase 

d’obscurité) et de l’acticité locomotrice nocturne (Moline et al. 1981)(Figure 21).  

Finalement une dernière étude a analysé l’impact d’une perturbation circadienne appliqués 

après l’accouplement sur le succès gestationnel des souris (Summa, Vitaterna, and Turek 2012). 

Cette étude a montré que les souris soumises à une avance de phase chronique après 

l’accouplement avaient 3 fois moins grossesses portés à terme comparativement à des souris 

gardées en cycle régulier pendant la gestation.  

 

En conclusion, cette revue de la littérature montre que très peu d’études expérimentales ont été 

réalisées pour étudier l’impact de perturbations circadiennes sur l’activité de reproduction de 

mammifère femelles. De plus, les protocoles utilisés analysaient les effets de perturbation 

mineure avec une avance ou un retard de phase unique, probablement moins perturbateur qu’un 

déphasage chronique pouvant mimer un travail posté. Dans tous les cas, les quelques études 

disponibles indiquent qu’un décalage de phase du cycle lumière/obscurité altère le moment du 

pic de LH et la synchronisation entre les horloges centrales et périphériques. Cependant aucune 

de ces études n’a analysé les caractéristiques du pic préovulatoire de LH et du cycle estrien chez 

le même individu soumis ou non à différents types de perturbations circadiennes. Aussi, il est 

évident que de nouvelles études sur l’animal sont nécessaires afin de mieux comprendre les 

effets de la disruption circadienne sur l’activité de reproduction des mammifères femelles et sur 

les mécanismes impliqués dans ces effets 
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Tableau 4 : Impact d’un décalage de phase sur le pic préovulatoire de LH 

Références  (Moline et al. 1981)  
 

(Moline and Albers 1988) (Christian, Mobley, and 
Moenter 2005) 

 
Espèces  

 
Hamster doré 

 
Hamster doré 

 
Souris femelle transgénique 
(GnRH-GFP) OVX 

 
Cycle lumière/obscurité  

 
4 différents :  

• LD 6/18 
• LD 14/10,  
• LD 18/6, 
• LD 22/2 

Pendant 3 semaines avant les 
prélèvements sanguins 

 
Cycle LD de 14/10 
Avance ou retard de phase de 
3h, un, deux ou trois jours 
avant le proestrus 

 
Cycle LD de 14 /10  
Avance de 2h de l’obscurité 
(16h30 au lieu de 18h30) 

 
Pic de LH  

 
Amplitude du pic de LH plus 
faible pour les décalages les 
plus extrême (LD 22/2 and LD 
6/18), avec des écarts-types 
plus importants.  

 
L’amplitude et le décalage du 
pic de LH dépend de la durée 
du décalage et de sa cinétique 
(Avance ou retard de phase).  

 
Début du pic de LH environ 
1.5h avant la phase d’obscurité 

 
Principaux résultats 

 
Relation étroite entre le pic de 
LH et l’activité locomotrice 
selon la photopériode. Relation 
entre le pic de LH et le milieu 
de la période d’obscurité pour 
les photopériodes supérieures à 
14 heures. Mais le pic de LH 
est d’autant plus décalé par 
rapport à la transition LD que 
les jours sont longs. 
 

 
L’activité locomotrice et le pic 
de LH se retardent plus 
rapidement qu’ils ne 
s’avancent. Une corrélation est 
observée entre un niveau 
d’œstradiol élevé et une avance 
de phase plus rapide.   
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Figure 20. Hamsters femelles exposées à une avance ou à un retard de phase de 3h.  

A : Le pic préovulatoire de LH après une avance de phase de 3 heures, 1, 2 ou 3 jours avant le proestrus. 

Les cercles représentent les concentrations sériques de LH ± SEM. Les triangles au-dessus des graphiques 

désignent les points de référence des trois protocoles avant l’avance ± SEM. En traits pleins : le pic préovulatoire 

de LH observé après l’avance de phase ; en traits pointillées : le pic préovulatoire prédit après, suivant une avance 

de phase complète.  

B : Le moment de survenue du pic préovulatoire de LH 1, 2 et 3 jours après l’avance de phase. Cercles pleins 

: provenant d'animaux ayant subi une avance de phase le 2ème jour du diestrus (sang prélevé un jour après l’avance 

de phase) ; cercles vides : provenant d'animaux ayant subi une avance de phase le 1er jour du diestrus ; triangles 

pleins : provenant d’animaux ayant subi une avance durant l’estrus ; triangles vides : pic pré ovulatoire prédit. 

D’après (Moline and Albers 1988) 
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Figure 21 : Profil de sécrétion de LH en fonction de la photopériode chez des hamsters dorés femelles. Trois 

semaines après adaptation à quatre photopériodes avec des cycles Lumière/obscurité (LD) différents :  6 : 18 ; 14 : 

10 ; 18 : 6 et 22 : 2 (n=5 par photopériode). Le pic de LH survient en moyenne 8,3 ± 0.2 heures avant le milieu de 

la période obscurité pour les photopériodes LD 14 :10, 18 : 6 et 22 : 2 ; et en moyenne 10,5 heures avant le milieu 

de la période d’obscurité pour la photopériode LD 6 : 18. D’après (Moline et al. 1981). 

 

E. Justification du projet de thèse 
 

Alors que la reproduction féminine présente une activité particulièrement rythmique, 

moins de 20 études cliniques font un état des lieux de la relation entre la perturbation 

circadienne liée au travail posté / de nuit et l’axe reproducteur féminin. Pour la plupart, il s’agit 

d’études épidémiologiques rétrospectives, comportant un nombre limité de sujets, utilisant des 

critères d’analyse de l’axe reproducteur féminin très variables, peu fiables, associés à une 

grande variabilité des méthodologies utilisées. 
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Étant donné que les femmes en âge de procréer sont de plus en plus nombreuses à travailler en 

horaires postés incluant la nuit, la question de l’impact d’une telle désynchronisation sur leur 

axe reproducteur nous semble être un problème majeur de santé publique. Ceci est d’ailleurs 

décrit dans le récent rapport de l’ANSES de 2016 qui souligne un manque d’études sur les effets 

sanitaires du travail posté et/ou de nuit sur l’activité de reproduction humaine. 

Parallèlement à cette carence de données épidémiologiques cliniques il y a également très peu 

de données expérimentales chez les animaux. Quelques données sont disponibles sur l’impact 

d’un décalage de phase sur le cycle estrien (Takasu et al. 2015)(Yoshinaka et al. 2017), sur la 

sécrétion de LH préovulatoire (Moline and Albers 1988)(Christian, Mobley, and Moenter 

2005), sur l’ovulation (Austin 1956)(Alleva et al. 1968) ou encore sur le comportement sexuel 

(Endo and Watanabe 1989) et la gestation  (Varcoe et al. 2011). A notre connaissance aucune 

donnée n’est disponible sur les effets d’avance et/ou de retard de phase unique ou multiple sur 

l’occurrence et la synchronisation du pic de LH avec le cycle jour/nuit. Or, comme discuté 

précédemment, l’occurrence du pic de LH est un critère fort et applicable en expérimentation 

clinique ou fondamentale permettant d’évaluer la fertilité chez les mammifères femelles. Le 

développement récent d'un microdosage de la LH chez des rongeurs libres de leurs mouvements 

constitue un progrès important dans la recherche en biologie de la reproduction, permettant de 

surveiller la sécrétion horaire de LH de façon individuelle pendant plusieurs cycles consécutifs 

réduisant ainsi considérablement le nombre d’animaux à utiliser (Steyn et al. 2013). 

Dans ce contexte, les objectifs de mon travail étaient d’étudier les effets d’un décalage de phase 

unique (mimant un déplacement transméridien ou « jet lag ») ou chronique (mimant le travail 

en horaires décalés ou « shiftwork ») sur la sécrétion de LH et sur les cycles reproducteurs de 

souris (C57BL/6J) femelles adultes. Dans ce but, j’ai 1) mis au point le modèle de suivi sur 

plusieurs mois de la sécrétion de LH le jour du proestrus sur des individus uniques afin 

d’évaluer les limites de cette approche; 2) analysé les effets d’une avance ou d’un retard de 

phase unique (10h) sur les cycles estriens et l’occurrence du pic préovulatoire de LH ; 3) analysé 

les effets d’avance/retard de phases chroniques (jusqu’à 9 mois) sur les cycles estriens et le pic 

préovulatoire de LH ; 4) mis au point de l’injection ICV de peptides associée au suivi individuel 

de LH afin de proposer des méthodes de resynchronisation du pic préovulatoire de LH chez des 

souris soumises à des déphasages.  
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V. Résultats  
 

A. Mise au point d’un modèle de suivi longitudinal de la sécrétion de LH le 

jour du proestrus sur des individus uniques  

 

Ce travail est décrit dans un article intitulé « Individual evaluation of luteinizing hormone in 

aged C57BL/6J female mice » publié dans Geroscience en octobre 2019  

 

Résumé  

Chez les mammifères femelles, la sénescence de l’axe reproducteur est un processus complexe 

impliquant un dysfonctionnement ovarien progressif associé à une altération de l'axe 

hypothalamo-hypophysaire. L'objectif de cette étude était de réaliser un suivi longitudinal de 

l'évolution de la sécrétion individuelle de l'hormone lutéinisante (LH) préovulatoire ainsi que 

celle du cycle estrien chez des souris femelles C57BL/6J à 3, 6, 9 et 12 mois. L’amplitude et le 

moment de survenu du pic de LH étaient similaires de 3 à 9 mois, mais ces critères étaient 

modifiés chez des souris âgées de 12 mois avec une diminution significative de plus de 50% de 

la valeur maximale de la sécrétion de LH associée à un retard de 2h dans l’apparition du pic de 

LH par rapport aux souris plus jeunes. L'analyse de deux à trois pics successifs de LH à 3, 6, 9 

et 12 mois a montré une variabilité intra-individuelle faible et similaire à tous les âges. La 

longueur et la variabilité intra/inter individuelle du cycle estrien étaient stables avec l'âge. Cette 

étude montre que les souris femelles dans des conditions environnementales normales 

présentent une synchronisation et une amplitude du pic de LH stables jusqu'à 9 mois, mais à 12 

mois, le pic de LH est retardé avec une amplitude réduite, mais sans modification manifeste des 

cycles estriens. L'analyse de la sécrétion individuelle de LH préovulatoire et du cycle estrien 

indique que les souris peuvent être suivies jusqu'à 9 mois pour étudier l’impact de divers 

paramètres sur l'activité de reproduction de la souris. 

 

Mots clé : Senescence; Cycle estrien ; Hormone lutéinisante; Rongeurs 
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Abstract  

In female mammals, reproductive senescence is a complex process involving progressive 

ovarian dysfunction associated with an altered central control of the hypothalamic-pituitary 

axis. The objective of this study was to compare the longitudinal change in preovulatory 

luteinizing hormone (LH) secretion as well as estrous cycle in individual C57BL/6J female 

mice at 3, 6, 9 and 12 months. Amplitude and timing of LH secretion at the surge were similar 

from 3 to 9 months but were altered in 12-month old mice with a significant decrease of more 

than 50% of peak LH value and a 2h delay in the occurrence of the LH surge as compared to 

younger mice. The analysis of two to three successive LH surges at 3, 6, 9 and 12 months 

showed low and similar intra-individual variability at all ages. The estrous cycle length and 

intra/inter variability were stable over the age. This study shows that female mice in regular 

environmental conditions display stable LH surge timing and amplitude up to 9 months, but at 

12 months, the LH surge is delayed with a reduced amplitude, however without overt 

modification in the estrous cycles. Analysis of individual preovulatory LH secretion and estrous 

cycle indicates that mice can be followed up to 9 months to investigate the detrimental effects 

of various parameters on mouse reproductive activity.  

 

Keywords: Aging; Estrous cycle; Luteinizing Hormone; Rodents 
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Introduction  

Reproductive activity in female mammals displays regular cycles driven by a complex 

interaction of hypothalamic neuropeptides, pituitary gonadotropins (luteinizing (LH) and 

follicle stimulating (FSH) hormones), sex steroid hormones and the circadian system 

(Simonneaux and Bahougne 2015, for review). The final output of this regulatory process is to 

combine the production of a mature oocyte (ovulation) with a prepared reproductive tract which 

will ensure embryo development and offspring survival. At the beginning of the reproductive 

cycle, FSH promotes oocyte maturation associated with a progressive increase in estradiol (E2) 

production until the occurrence of a massive and transient increase in LH secretion which 

triggers ovulation (Legan and Karsch 1975; Kerdelhué et al. 2002). The timing of the 

preovulatory LH surge, and consequent ovulation, is tightly controlled since it requires both 

elevated circulating E2 and a daily signal (Christian, Mobley, and Moenter 2005) which gates 

the LH surge at the end of the resting period, thus end of the day in nocturnal species and end 

of the night in diurnal species, including humans (Kerdelhué et al. 2002; Mahoney et al. 2004). 

In female rodents, it has been demonstrated that the daily timing of the LH surge is driven by a 

pathway including the master biological clock localized in the suprachiasmatic nuclei (SCN), 

the kisspeptin neurons and the GnRH neurons (Simonneaux and Bahougne 2015). 

Throughout adult life, a number of events can alter female reproductive capacity. It is therefore 

critical to perform longitudinal analysis to follow the long-term effect of negative events such 

as metabolic alteration, stress, circadian disruption or sickness. In rodents, a relevant 

measurable longitudinal marker of female reproductive activity is the change in vaginal 

cytology (Nelson et al. 1982; McLean et al. 2012) allowing to measure the length and regularity 

of the various estrous stages for several weeks or months in a single individual. However, with 

the recent development of a micro LH assay (Steyn et al. 2013), it is now possible to perform 

similar individual longitudinal analysis of LH secretion, notably the timing and amplitude of 

the preovulatory LH surge. Therefore, the objective of this study was to follow individual LH 

secretion on the day of proestrus in female mice of different ages, 3 to 12 months, in order to 

follow reproductive robustness throughout the adult life.  

 

Material and methods  

Animals 

Eight week-old virgin C57BL/6J female mice were obtained from the Charles River 

laboratory. Upon arrival, mice were placed 3 per cage, quarantined for 2 weeks and then 

manipulated every day for at least 2 weeks for habituation before experimentation. Mice were 
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kept until the age of 12 months at 22-25°C with food and water available ad libitum on a 12h 

light / 12h dark schedule, with lights on at zeitgeber time 0 (ZT0) and lights off at ZT12. The 

health of the mice was followed regularly and their cages and water bottles were changed and 

autoclaved weekly. All experimental procedures were approved by the local ethical committee 

(CREMEAS) and the French National Ministry of Education and Research (authorization # 

2015021011396804). 

 

Analysis of LH secretion and estrous cycles 

LH secretion was followed on the day of proestrus in individual mice belonging to one 

of the 4 groups of age: 3 months (n=9), 6 months (n=6), 9 months (n=9) or 12 months (n=9). 

Estrous cycles were followed in post-pubertal mice by vaginal smears performed according to 

(Nelson et al. 1982). In C57BL/6J female, estrous cycles exhibit a period of 4-5 days and are 

divided into three phases according to the vaginal cytology: diestrus (D) characterized by 

leukocytic and nuclei cells with leukocytic predominance, proestrus (P, during which 

preovulatory LH surge occurs) characterized by oval nucleated epithelial cells with some 

cornified squamous epithelial cells, and estrus (E) characterized by a predominance of cornified 

squamous epithelial cells. A fourth stage of metestrus, sometimes described as a transition 

between the estrus and diestrus phases (Nelson et al. 1982) was not considered here because of 

the difficulty to objectively assess this phase and was combined with diestrus (because of the 

leucocytic predominance). Vaginal smears were performed two times every day, between 08h00 

and 14h00, during at least 2 consecutive estrous cycles. 

A preliminary investigation on 3 month-old mice showed that all LH peak occurred between 

ZT8 and ZT16, with LH values < 1 ng/ml outside this time window (data not shown). This 

timing is in agreement with previous studies in rodents (Wise 1982; Akema et al. 1985; 

Czieselsky et al. 2016) and illustrates the synchronization of the LH surge to the light/dark cycle 

by the master hypothalamic clock (Simonneaux and Bahougne 2015, for review). On the day 

of proestrus, a 4 µL blood sample withdrawn from the tail tip (< 1 mm) was taken every hour 

from ZT8 to ZT16, thus 4 hours before and after lights off, at a time when the preovulatory 

surge is expected. On the following two or three proestrus stages, another series of blood 

sampling was made at the same time in order to estimate LH secretion reproducibility in the 

same mouse.  

Each blood sample was immediately diluted in 116 µL of PBST (10% of 10X phosphate 

buffered saline, 0.25% of Tween-20 in milliQ H2O) and stored at -80°C until LH assay.  
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LH assay 

LH concentration was determined using a highly sensitive Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA)(Steyn et al. 2013) using anti-bovine LHβ as capture antibody 

(monoclonal antibody, 518B7, NHPP, Torrance, California), rabbit anti-mouse LH as first 

antibody (polyclonal antibody, Rabbit LH antiserum, AFP240580Rb, NHPP, Torrance, 

California), goat anti-rabbit IgG as secondary antibody (D048701–2, Dako Cytomation, 

Polyclonal Goat Anti-Rabbit, Denmark) and mouse LH as standard (mLH, AFP-5306A, NHPP, 

Torrance, California). Four given concentrations of LH (1, 10, 20 and 30 ng/ml) were used as 

quality controls. The intra-assay variation was 11% and the inter-assay variation was 13%.   

 

Data analysis  

The occurrence of a LH surge was found in about 70-80% of the mouse expected to be 

on proestrus, whatever the age group, and only the mice with a detected LH secretion (> 4 

ng/ml) were included in the analyses. To estimate the effect of age on the timing, amplitude, 

and reproducibility of the preovulatory LH surge, circulating LH of each mouse (either 3, 6, 9 

or 12 months) was followed for up to three consecutive proestrus from ZT8 to ZT16. For each 

mouse at a given age, the LH values at the 2 to 3 consecutive surges were combined. For each 

age group, LH values were given either for each individual or as mean ± standard error of the 

mean (SEM) of 4 to 8 mice of the same age. Further, for each age group, the mean (± SEM) ZT 

of the peak, ZT of the beginning of the surge (estimated by a LH value > 4 ng/ml) and peak 

amplitude were calculated from each individual values. Intra individual variability of the ZT of 

the LH peak was calculated for each age group as mean ± SEM. 

To estimate the longitudinal effect of age on the estrous cycle, each mouse was followed for at 

least two consecutive cycles at 3, 6, 9 or 12 months. For each age, the characteristics (duration 

and estrus/diestrus ratio) of the first observed estrus cycle were given as the mean ± SEM. The 

intra-individual variability was estimated by defining a cycle as irregular when the length of the 

two consecutive estrous cycles differs by more than one day and was given as the percentage 

of irregular mice for each group of age.    

Statistical analysis and figures were realized using GraphPad Prism 6 (San Diego, USA). 

Assumptions were taken into account. The D’Agostino and Pearson test was used to check 

normality. Homoscedasticity was verified with the Bartlett’s test. Statistical comparisons were 

made with an analysis of variance (ANOVA). Newman Keuls post-hoc tests were performed 

as appropriate to determine specific interactions. The significance level was set at p ≤ 0.05. 
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Results  

Evolution of the individual preovulatory LH surge characteristics and estrous cycle 

with age  

Preovulatory LH surges were observed in C57BL/6J mice from 3 up to 12 months with 

significant differences in phase and amplitude appearing at 12 months (Figure 1). Analysis of 

LH values at the surge in individual mouse shows that the mean maximal LH peak value 

decreases from 29.8 ± 5.7 ng/ml at 3 months to 13.3 ± 2.2 ng/ml at 12 months, with the maximal 

LH peak value at 3 months significantly higher as compared to 12 months (p<0.05, ANOVA 

test F (3, 22) = 3.324). The mean individual ZT of LH peak is similar at 3 (12.7 ± 0.5 h), 6 (12.3 

± 0.5 h) and 9 (12.9 ± 0.4 h) months but is significantly delayed at 12 months (14.4 ± 0.4 h) 

(p<0.05, ANOVA test F (3, 22) = 3.961). In line with this observation, the ZT at which the LH 

starts to increase over 4 ng/ml is significantly delayed by 1.2 to 2 hours at 12 months as 

compared to earlier ages (p<0.05, ANOVA test F (3, 22) = 3.622). 
 

Figure1: Individual preovulatory LH surge on proestrus days in C57BL/6J female mice at 3 (mouse 1 to 7, n=7), 

6 (mouse 8 to 11, n=4), 9 (mouse 12 to 19, n=8) or 12 (mouse 20 to 26, n=7) months. At each age, LH value was 

measured by ELISA in 4 µL blood sampled hourly from 4 hours before lights off (ZT 8) up to 4 hours after lights 

off (ZT 16). Values below the graphs are mean ± SEM of the 3, 6, 9 and 12-month old female mice. Maximal LH 

value is significantly higher at 3 months than at 12 months (* p<0.05, 95% CI of difference; 7.743 to 26.08); ZT 

at the peak is significantly different at 12 months as compared to 3, 6 and 9 months (+ p<0.05, ANOVA test F(3, 

22) = 3.961); ZT at the starting of the LH surge (LH > 4ng/ml) is significantly different at 12 months as compared 

to 3, 6 and 9 months (# p<0.05, ANOVA test F(3, 22) = 3.622). ZT: zeitgeber time. 
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Analysis of the mean ± SEM of LH values in mice of the same group of age (Figure 2) 

shows that the maximum LH values at the ZT of the peak are 21.3 ± 7 ng/ml (at ZT12) at 3 

months, 19.4 ± 2.9 ng/ml (at ZT12) at 6 months, 17.1 ± 4.2 ng/ml (at ZT12) at 9 months, and 

11.5 ± 2.6 ng/ml (at ZT14) at 12 months (with a significant difference between 3 and 12 months 

(p<0.05), and the ZT of the peak significantly different at 12 months as compared to earlier 

ages (p<0.05, ANOVA test F (7, 154) = 16.68). Notably, the comparative analysis between 

individual and mean values at different ages, although delivering an overall similar message, 

shows some differences with higher maximal LH concentration (from 2 to 8 ng/ml) and later 

ZT of the peak (from 0.4 to 0.9h) when considering individual as compared to mean values.  

All mice exhibited estrous cycles from 3 up to 12 months. The estrus cycle duration was stable 

at 3, 6 and 9 months, lasting 4.2 ± 0.1, 4.3 ± 0.3 and 4.6 ± 0.3 days respectively (with low inter-

individual variability: 11, 16, and 16 %, mice displaying irregular cycles, respectively). At 12 

months, the mean cycle duration and inter-individual variability appeared higher with a mean 

duration of 6.6 ± 1.7 days (one mouse having a duration cycle of 15 days) and 40 % mice 

exhibited irregular cycles. There was no statistical difference however in the estrous cycle 

duration among the different groups of age. The percentage of mice with an estrus cycle 

duration of 4-5 days was 94, 91.5, 81.5 and 71.5% at 3, 6, 9 and 12 months respectively. The 

estrus/diestrus length ratio was stable at 3, 6, 9 months, with values of 1.3 ± 0.2, 1.1 ± 0.1, 1.4 

± 0.3 respectively and increased at 2 ± 0.6 at 12 months, yet with no statistical difference among 

the four groups of ages.  
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Figure 2: Mean LH secretion at the day of proestrus in 3 to 12 month-old C57BL/6J female mice. At each age, LH 

value was measured by ELISA in 4 µL blood sampled hourly from 4 hours before lights off (ZT 8) up to 4 hours 

after lights off (ZT 16). LH values are given as mean ± SEM (n = 4 to 8 mice). ZT of LH peak at 12 months is 

significantly different (* p<0.05, ANOVA test F(3, 22) = 3.961) from ZT of LH peak at other ages; LH peak value 

at 12 months is significantly different (# p<0.05, 95% CI of difference; 7.743 to 26.08) from LH peak value at 3 

months; LH value at ZT 11 is significantly lower at 12 months (+ p<0.05, 95% CI of difference; 0.2312 to 18.57) 

as compared to 3 months. ZT: zeitgeber time. 

 

Intra-individual variability in the preovulatory LH surge and estrous cycle with age 

The longitudinal analysis of individual LH secretion over several cycles allows 

estimating intra-individual variability at different ages. At 3 months, the comparison of 

consecutive preovulatory LH surges in 3 representative individual mice shows that intra-

individual variability in the ZT of the LH peak over 2 or 3 consecutive surges is less than 2 

hours with a mean variation of 0.9 ± 0.4 hours (Figure 3A). Notably, the intra-individual 

variability in the ZT of the LH peak remains low in 6 month-old (1.2 ± 0.6 hours, Figure 3B) 

and 12 month-old (0.5 ± 0.4 hours, Figure 3C) mice. 

In the same line, the intra-individual variability in the estrus cycle length did not show 

significant difference from 3 to 12 months (0.9 ± 0.8, 0.4 ± 0.6, 1 ± 0, 2.9 ± 3 days, respectively).   
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Figure 3: LH secretion over successive preovulatory LH surges in 3 month- (A), 6 month- (B) and 12 month- (C) 

old C57BL/6J female mice. At each age, LH value was measured by ELISA in 4 µL blood sampled hourly from 4 

hours before lights off (ZT 8) up to 4 hours after lights off (ZT 16). Panel A shows LH secretion in 3 independent 

3 month-old mice (mouse #1, mouse #2) at two consecutive proestrus and one mouse (mouse #3) with 3 

consecutive superposed LH surges; Panel B shows LH secretion in 3 independent 6 month-old mice (mouse #8, 

mouse #9) at two consecutive proestrus and one mouse (mouse #10) with 3 consecutive superposed LH surges; 

Panel C shows LH secretion in 2 independent 12 month-old mice (mouse #20, mouse #21) at two consecutive 

proestrus and one mouse (mouse #21) with 2 consecutive superposed LH surges. ZT: zeitgeber time. 

 

Discussion  

The recent development of a micro-assay for circulating LH in freely moving rodents 

has been an important advance in reproductive biology research, allowing LH secretion to be 

monitored every hour (or less) for several consecutive days in a single animal (Steyn et al. 

2013). In this study, we took advantage of this method to investigate intra- and inter- variability 

in the preovulatory LH surge profile in individual C57BL/6J mice of different ages, in addition 

to cytological estrus cycle analyses. From 3 up to 12 months, mice exhibited regular 

preovulatory LH surge at the late day/early night transition and normal estrous cycles. In 12 

month-old mice however the timing of the LH surge was significantly delayed and its amplitude 
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significantly reduced when compared to 3 month-old mice, and the estrous cycles tended to 

become longer and more irregular. 

Changes in estrus cycle length and regularity in aging C57BL/6J mice have already been studied 

(Nelson et al. 1982; Mobbs, Gee, and Finch 1984). Similar to our observation, it was found that 

from 4 to 11 months, mice exhibited no significant change in the estrus cycle duration (median 

length < 5 days) with 40 to 60% mice exhibiting regular cycles. Then, from 11 to 14 month, 

mice displayed a progressive lengthening of cycle duration (50% mice had a mean duration > 

5 days) and 40 to 90% mice became irregular and even acyclic (Nelson et al. 1982). Another 

study reported comparable age-related changes in estrus cycle irregularity with female mice 

displaying no irregular cycle up to 8 months, and then 39% becoming irregular at 12-13 months 

and 79% at 16-20 months (Parkening, Collins, and Smith 1982). 

From 3 to 9 months, the LH surge occurred with similar amplitude and at the same period 

around the light/dark transition, indicating that the pathway synchronizing the LH surge is 

functioning properly. By contrast, at 12 months, although there was a slight but not significant 

alteration in the estrous cycle length and regularity, the timing of the preovulatory LH surge 

was significantly delayed by about 2h, and the amplitude reduced by about 50% as compared 

to earlier stages, suggesting that alteration in the central control of the LH surge is an early 

ageing signal. Earlier studies on ageing female mice (Parkening, Collins, and Smith 1982) and 

rats (Wise 1982; Nass et al. 1984; Akema et al. 1985; DePaolo and Chappel 1986; Matt et al. 

1998) also reported a reduced LH peak amplitude in middle-age as compared to young female 

animals (Downs and Wise 2009, for review). 

In female rodents, reproductive senescence is a complex process involving progressive ovarian 

dysfunction (follicular and estrogen decrease) associated with an altered capacity of 

neuropeptides controlling the hypothalamic-pituitary axis, to respond to estradiol signal 

(Lederman et al. 2010; Ishii et al. 2013; Kunimura et al. 2017). The reduced secretion of LH at 

the surge in ageing females does not result from a lower number of gonadotropin-releasing 

hormone (GnRH) neurons or GnRH release, nor a reduced pituitary responsiveness to GnRH, 

but rather is due to a marked decrease in GnRH neuronal activation at the time of the proestrus 

LH surge, indicating that mechanisms upstream of GnRH neurons are involved in this ageing 

process (Lloyd, Hoffman, and Wise 1994; Rubin, Lee, and King 1994; Rubin et al. 1995; 

Downs and Wise 2009; Lederman et al. 2010; Ishii et al. 2013). The decline in the E2-dependent 

GnRH activation of LH at the surge may involve the anteroventral periventricular nucleus 

(AVPV) kisspeptin neurons, now recognized as the E2-dependant drivers of the preovulatory 

GnRH/LH surge (Smith et al. 2006; Pinilla et al. 2012, for review). Indeed, a parallel decline 
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in cFos positive kisspeptin neurons and cFos positive GnRH neurons at the time of the 

GnRH/LH surge has been reported in middle-aged female mice with irregular cycles. 

Furthermore, in ageing female, AVPV kisspeptin neurons expression of estradiol receptor 

(ERα) and responsiveness to E2 are significantly reduced (Lederman et al. 2010; Ishii et al. 

2013; Zhang et al. 2014), an effect which may further be exacerbated by a natural age-dependant 

E2 decrease due to follicular depletion (Downs and Wise 2009). By contrast, not significant 

changes in kisspeptin expression is reported in ageing rodents (Lederman et al. 2010; Ishii et 

al. 2013; Zhang et al. 2014). Altogether these data suggest that AVPV kisspeptin neurons are 

likely among the earliest to undergo aging processes and thus participate in initiating the early 

reproductive decline. In agreement with this hypothesis, kisspeptin infusion has been shown to 

restore LH surge amplitude in middle-aged female rats (Neal-Perry et al. 2009). 

In addition to the reduced amplitude of the LH surge, our temporal resolution of LH monitoring 

reported that the LH surge timing exhibited a significant 2h phase delay in the 12 month-old 

female mice. A similar phase delay, although of 1h only, was previously reported in middle-

aged female rats (Wise 1982). It is now well established that the main circadian clock of the 

SCN is necessary for the proper timing of the preovulatory LH surge (Simonneaux and 

Bahougne 2015, for review). Notably, the daily rhythm in vasoactive intestinal peptide (VIP) 

in SCN neurons, which convey time of the day signal directly to GnRH neurons, is abolished 

in middle-aged female rats (Krajnak et al. 1998; Downs and Wise 2009) and this may account 

for the LH surge phase delay. Contrastingly, the daily rhythm in SCN vasopressin neurons, 

known to project directly onto AVPV kisspeptin neurons (Vida et al. 2010; Piet et al. 2015), 

does not appear altered in middle-aged female rats (Krajnak et al. 1998). Finally, because the 

SCN clock resetting by transmitters like glutamate, N-methyl-D-aspartate or serotonin is 

reduced in ageing mice (Biello 2009), it is possible that a less synchronized circadian clock is 

responsible for the LH surge delay in the 12 month-old mice. Whatever the mechanisms 

involved, it could be interesting to investigate whether the LH surge phase delay is associated 

with a similar shift in the rhythm of AVPV kisspeptin neuron’s activity in middle-aged female 

rodents.  

Cellular senescence is one of the hallmark of aging process and can be defined as an irreversible 

and stable arrest of the cell cycle causing inflammation through a complex senescence-

associated secretory phenotype (SASP)(Perrott et al. 2017; Lawrence et al. 2018). Studies have 

reported that senescent cells and inflammation are implicated in general age-related dysfunction 

(Lawrence et al. 2018), including in female reproductive organs (Marquez, Ibana, and Velarde 

2017; Shirasuna and Iwata 2017, for reviews). It might be interesting to investigate whether 
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SASP processes are involved in the age-induced alteration of the central regulation of the 

preovulatory LH surge. 

The analysis of LH secretion in several individual mice over few successive proestrus has 

shown that all LH surges are gated at the light/dark transition although with some inter-

individual variability in the ZT of the LH peak, as already reported in a previous study using 

similar LH analysis (Czieselsky et al. 2016). In this study, we followed individual mice over up 

to 3 consecutive proestrus in order to assess the intra-individual stability of the LH surge at 

different ages. We found low intra-individual variability in the ZT of the peak (< 2h) over 

successive proestrus LH surges, even in the oldest mice. Therefore, our data indicate that 

longitudinal analysis using micro LH assay in indivitual mice can be used over few weeks or 

months to study long term mechanisms regulating the LH surge timing.  

 

Conclusions 

This study has demonstrated that female mice in regular environmental conditions display 

stable LH surge timing and amplitude up to 9 months, implicating that the regulation or 

dysregulation of the preovulatory LH surge can be studied over extended longitudinal period of 

time. However, at 12 months the LH surge shows a 2-hour delay, possibly due to an altered 

ageing circadian clock, and a reduced amplitude, possibly resulting from a reduced sensitivity 

of AVPV kisspeptin neurons to E2 and hence a decreased release of AVPV kisspeptin onto 

GnRH neurons. Interestingly, the aged-related alteration in the preovulatory LH surge precedes 

overt modification in the estrous cycle which appears not significantly changed up to 12 month-

old, thus supporting the current hypothesis that alteration in the central control of the LH surge 

is an early signal of reproductive ageing in female. Understanding the underlying mechanisms 

of reproductive senescence is essential because the reproductive status affects health throughout 

life. Thus, menopause in women is reported to have a negative impact on inflammation, 

gynecologic cancer, and cardiovascular disease (Shi et al. 2016). Therefore, protocols aiming 

at maintaining/restoring reproductive activity (Habermehl et al. 2019) may help alleviating the 

negative impact of reproductive senescence on health.  
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B. Analyse des effets d’une avance ou d’un retard de phase unique (10h) et 

d’avance et retard de phases chronique (jusqu’à 9 mois) sur les cycles 

estriens et le pic préovulatoire de LH 
 

Ce travail est soumis pour publication dans Endocrinology. 

 

Résumé  

Chez les mammifères femelles, la fonction reproductive dépend à la fois d’une horloge 

biologique synchronisée par le cycle lumière/obscurité et par un équilibre entre le rétrocontrôle 

négatif et positif des œstrogènes, dont les concentrations varient en fonction de la maturation 

folliculaire. Chez les femmes, un nombre croissant d’études signalent un impact négatif des 

environnements chronodisruptifs, comme le travail posté / de nuit, sur la fertilité. L’objectif de 

cette étude était d’explorer, chez la souris femelle, les effets de déphasage, unique et chronique, 

du cycle lumière / obscurité sur la longueur et la régularité du cycle estrien et sur le pic 

préovulatoire de l’hormone lutéinisante (LH), deux paramètres permettant d’explorer la fertilité 

des mammifères femelles. L'exposition à une avance ou un retard de phase unique de 10h a des 

effets mineurs sur l’axe reproducteur. Au cours du premier cycle estrien, l'occurrence et le 

moment de survenu du pic préovulatoire de LH sont modifiés alors que durant le deuxième 

cycle estrien la durée du cycle est légèrement augmentée. En revanche au cours du troisième 

cycle estrien, l’occurrence et le moment de survenu du pic préovulatoire de LH ainsi que la 

longueur du cycle estrien se normalisent. Les souris exposées à un déphasage chronique (avance 

de phase de 10h durant 3 jours suivis d'un retard de phase de 10h pendant 4 jours) présentent 

un axe reproducteur très altérée. En effet, le pourcentage d’occurrence du pic préovulatoire de 

LH est fortement diminué dès le début du déphasage chronique. De plus lorsqu’un pic 

préovulatoire de LH est observée, l'amplitude est faible avec un moment de survenu ne 

correspondant pas à l’interphase lumière/obscurité. En conséquence, le succès gestationnel et 

le nombre de souriceaux sont réduits quand les souris sont exposées avant l’accouplement à un 

déphasage chronique. De manière surprenante, les souris exposées à un tel déphasage chronique 

présentent une longueur des cycles estriens peu altéré, ce qui indique que la longueur des cycles 

estriens est un paramètre moins fiable pour évaluer la fertilité comparativement à la régularité 

des cycles estriens et surtout à l’occurrence d’un pic préovulatoire de LH. En conclusion, cette 

étude démontre que des souris femelles exposées à un déphasage chronique ont une forte 

diminution de l’occurrence du pic pré ovulatoire de LH et donc de leurs fertilités. 
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Abstract  

In female mammals, cycles in reproductive function depend on both a biological clock 

synchronized to the light/dark cycle, and a balance between the negative and positive feedbacks 

of estradiol which concentration varies during ovary maturation. In women, studies report that 

chronodisruptive environments, notably those experienced in shiftwork conditions, may impair 

fertility and gestational success. The objective of this study was to explore, in female mice, the 

effects of shifted light/dark cycles on both the robustness of the estrous cycles and the timing 

of the preovulatory luteinizing hormone (LH) surge, two hallmarks of mammalian reproductive 

health. Female mice raised in a stable 12h light/12h dark cycle exhibited a regular 4-5 day-long 

estrous cycle with an LH surge synchronized to the light/dark transition on the day of proestrus. 

When mice were exposed to a single 10 h-phase advance or 10 h-phase delay, the occurrence 

and timing of the LH surge were altered at the first post-shift cycle and the duration of the 

second estrous cycle was slightly increased, but both the estrous cyclicity and LH surge pattern 

were recovered at the third estrous cycle. By contrast, when mice were exposed to a chronic 

shift (successive rotations of 10 h-phase advance for 3 days followed by 10 h-phase delay for 4 

days), they exhibited a severely impaired reproductive activity. Most mice had no preovulatory 

LH surge already at the beginning of the chronic shift, and when an increase in LH was 

observed, the surge was out of phase with a lower amplitude. Furthermore, the gestational 

success of mice exposed to a chronic shift was reduced since the number of pups was two times 

lower in shifted as compared to control mice. Surprisingly, mice exposed to such a chronic shift 

displayed barely altered estrous cycles length, indicating that the monitoring of estrous cyclicity 

is a parameter less reliable than individual LH secretion to evaluate female fertility. In 

conclusion, this study reports that female mice exposure to a single-phase shift has minor 

reproductive effects whereas exposure to chronically disrupted light/dark cycles markedly 

impairs the preovulatory LH surge occurrence, leading to reduced fertility.   
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Introduction  

Reproductive activity in female mammals displays regular cycles (menstrual cycles in women, 

estrous cycles in rodents) driven by a complex interaction of the circadian system, hypothalamic 

neuropeptides, pituitary gonadotropins (LH: luteinizing hormone and FSH: follicle stimulating 

hormone) and sex steroid hormones produced by the ovaries. The final output of this regulatory 

process is to combine the production of a mature oocyte (ovulation) with a receptive 

reproductive tract that will ensure correct embryo development (1)(2 for review). During the 

first part of the reproductive cycle (follicular phase in women; metestrus-diestrus in rodents), 

the progressive increase in FSH contributes to the recruitment and development of ovarian 

follicles leading to a gradual increase in estradiol secretion. The second part of the reproductive 

cycle (luteal phase in women; proestrus-estrous in rodents) begins with a marked and transient 

secretion of LH which triggers ovulation a few hours later in rodents, and between 9 to 23 hours 

later in women. This preovulatory LH surge takes place approximately every 28 days in women 

and every 4-5 days in female rodents. Additionally, the timing of the LH surge usually arises at 

the end of the resting period, thus at the late day/early night transition in nocturnal rodents 

(3)(4)(5) and the late night/early morning transition in diurnal rodents (6) and women (7)(8). 

Early experimental studies in rodents have demonstrated that a functional circadian system is 

required for a proper reproductive activity. Thus, neuroanatomical lesion of the suprachiasmatic 

nuclei (SCN), where the master circadian clock is located (9), or clock gene mutation (10) 

severely impair estrous cyclicity and fertility.  

Nowadays, an increasing number of women work in conditions of disrupted light/dark cycles 

(almost 20% of female workers in industrial countries) which have overall negative impacts on 

health (11)(12)(13)(14). Some epidemiological studies have reported that shiftwork condition 

is associated to irregular menstrual cycles, lower fertility, and an increased risk of miscarriage 

(1)(15)(16). Yet to date, only few fundamental studies in female rodents have evaluated the 

effect of circadian disruption on reproductive parameters (17)(18)(19). In this context, the 

objective of this study was to assess the effects of single-phase shifts (mimicking a 

transmeridian shift or "jet lag") or chronic shifts (mimicking shiftwork conditions) on the 

preovulatory LH surge and estrous cycle characteristics in individual adult female mice. 
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Material and methods  

Animals 

Eight-week-old virgin C57BL/6J female mice were obtained from the Charles River laboratory. 

Upon arrival, mice were placed by group of two or three per cage and quarantined for two 

weeks. Mice were kept at 22°C on a 12 h light/12 h dark (12L/12D) schedule, with lights on at 

zeitgeber time 0 (ZT0) and lights off at ZT12, and water and food were given ad libitum unless 

otherwise explained. Two weeks before experimentation mice were manipulated and habituated 

to regular vaginal smear and blood sampling.  

 

Ethical approval  

All experimental procedures were approved by the local ethical committee (CREMEAS) and 

the French National Ministry of Education and Research (authorization # 2015021011396804).  

 

Experimental Protocols 

Mice were assigned to different experimental protocols:  

Control group (n=9): Mice were kept under stable 12L/12D cycle. After the habituation period, 

two consecutive estrous cycles were followed, and 4 µl tip tail blood was sampled every hour 

from ZT8 to ZT16 on the day of proestrus for LH measurement. 

Single phase advance (n=9): Mice were kept under stable 12L/12D cycle. After a day of 

proestrus, light onset was advanced by 10 h and the following estrous cycles were monitored 

during the next three cycles with 4 µl tip tail blood sampled every hour on the day of proestrus 

from ZT8 to ZT16 for LH measurement. 

Single phase delay (n=9): Mice were kept under stable 12L/12D cycle. After a day of proestrus, 

light onset was delayed by 10 h and the following estrous cycles were followed for three cycles 

with 4 µl tip tail blood sampled every hour on the day of proestrus from ZT8 to ZT16 for LH 

measurement. 

Chronic shift (n=9): Mice were kept under stable 12L/12D and were monitored during two 

consecutive estrous cycles with 4 µl tip tail blood sampled every hour during the second 

proestrus for LH measurement. The day following the second proestrus, mice were submitted 

to a 10 h-phase advance for 3 days followed by a 10 h-phase delay for 4 days, and this rotating 

condition was maintained for up to 9 months. This duration was chosen because we previously 

reported that both estrous cycle and timing of LH surge are stable up to 9 months in mice (20). 

During the shift, water was given ad libitum, but food was given only during the 12 h dark 

schedule to help mice re-synchronizing to the new 12L/12D schedule (21). Two consecutive 



	 101	

estrous cycles and LH secretion profiles at proestrus were monitored at different periods: at the 

beginning of the chronic shift, at the 6th month of chronic shift, then after 9 months just after 

cessation of the chronic shift. 

Fertility assessment after chronic shift (n=28): Female mice were either kept under stable 

12L/12D or submitted to a chronic shift as stated above for 4 weeks (n=14 for each condition, 

with two mice per cage). Thereafter all female mice were kept in a regular stable 12L/12D and 

one male mouse (n=14, kept under stable 12L/12D from birth) was added in each cage for one 

week. The mice were not manipulated during the all procedure to avoid the negative impact of 

stress on fertility. The number of gestation and number of pups per litter were measured in the 

following weeks.   

 

Monitoring of estrous cycle and LH secretion 

Estrous cycles and LH secretion were monitored as explained previously (20). In C57BL/6J 

female mice kept under a stable 12L/12D schedule, estrous cycles monitored by vaginal smear 

exhibit a period of 4-5 days divided into three phases according to the vaginal cytology: diestrus 

characterized by leukocytic and nuclei cells with leukocytic predominance; proestrus (during 

which the preovulatory LH surge occurs) characterized by oval nucleated epithelial cells with 

some cornified squamous epithelial cells; and estrus characterized by a predominance of 

cornified squamous epithelial cells (22). Vaginal smears were performed two times every day, 

between ZT2 and ZT11, during at least two consecutive estrous cycles. When the preovulatory 

surge was expected (on proestrus day) a 4 µL blood sample withdrawn from the tail tip (< 1 

mm) was taken hourly from 4 h before (ZT8) to 4 h after (ZT16) the light/dark transition. Each 

blood sample was immediately diluted in 116 µL PBST (10% of 10X phosphate buffered saline, 

0.25% of Tween-20 and 89.75% of H2O) and stored at -80°C until LH assay.  

 

LH assay 

LH concentration was determined by a highly sensitive Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

(ELISA)(23) using anti-bovine LHβ as capture antibody (NHPP, Torrance, California), rabbit 

anti-mouse LH as first antibody (NHPP, Torrance, California), goat anti-rabbit IgG as 

secondary antibody (Dako Cytomation, Denmark) and mouse LH as standard (NHPP, Torrance, 

California). Four given concentrations of LH (1, 10, 20 and 30 ng/ml) were used as quality 

controls. The intra-assay variation was 15% and the inter-assay variation was 12%.   
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Data analysis  

To assess the effect of one shift (advance or delay) on estrous cycle and LH surge, mice were 

followed during three successive estrous cycles and were compared among each other, and to 

the control group. To assess the effect of chronic shift on estrous cycle and LH surge, mice were 

followed longitudinally before, at the beginning, at 6 months and after 9 months just after the 

cessation of the chronic shift and these three periods where compared to the period before the 

chronic shift.  

For each group, the robustness of the estrous cycles was characterized by different parameters 

(according to (24)) : the number of acyclic mice defined for those exhibiting one estrous cycle 

≥ 10 days (except if this long cycle is followed by one consecutive cycle < 10 days, or if it is 

associated to an LH surge); the mean duration ± SEM in days (after exclusion of acyclic mice); 

the percentage of irregular estrous cycles, with a cycle being defined as irregular when the 

length of two consecutive cycles differs by more than one day.   

The preovulatory LH surge occurrence, timing and amplitude were assessed by measuring 

individual circulating LH for up to three consecutive proestrus. For each group, the pattern of 

LH secretion was characterized by different parameters: mean ± SEM circulating LH values 

(ng/ml) at different ZT; mean ± SEM ZT of the peak; mean ± SEM ZT of the beginning of the 

surge (estimated by LH value > 4 ng/ml); and mean ± SEM peak amplitude (when data 

available).  

Statistical analysis was completed using GraphPad Prism 8 (San Diego, USA). Assumptions 

were taken into account (all assumptions were verified). The D’Agostino and Pearson test was 

used to check normality. Homoscedasticity was verified with the Bartlett’s test. Statistical 

comparisons were made with an analysis of variance (ANOVA). Newman Keuls post-hoc tests 

were performed as appropriate to determine specific interactions. If assumptions did not hold, 

a non-parametric Kruskall Wallis test was performed, and post-hoc comparisons were made 

with the Dunn test. For occurrence of preovulatory LH surge, statistical comparisons were made 

with Chi-square test. The significance level was set at p ≤ 0.05.  



	 103	

Results 

Effect of a single 10 h-phase advance or 10 h-phase delay on estrous cycle and preovulatory 

LH surge  

Mice submitted to a single 10 h-phase advance or delay kept exhibiting estrous cycles although 

the length of the second estrous cycle after the phase advance (5.9 ± 0.6 days) or delay (6.2 ± 

0.7 days) was significantly increased as compared to the control group (4.6 ± 0.2 days) (Figure 

1A). The percentage of mice with irregular cycles (intra-individual variability) was higher in 

the phase advance (37% and 25 % on the second and third cycle) and phase delay (22% on the 

second and third cycles) groups as compared to the control group (11%) (Figure1A). None of 

the mice was found acyclic. 

The individual monitoring of LH secretion showed that after the acute shift, a significant 

number of mice did not exhibit an LH surge at the first cycle (5/9 after advance; 4/9 after delay) 

and even at the second cycle (2/8 after advance; 2/9 after delay), but at the third cycle, the 

number of mice exhibiting an LH surge were similar in the control (8/9), phase advance (7/8) 

and phase delay (8/9) groups (Figures 1B, 1C, Table I). In the phase advance and delay groups, 

when an LH surge was observed, the first LH surge was significantly earlier (ZT of the LH peak 

at 10.6 ± 0.9 h for the phase advance group and 10.6 ± 0.4 h for the phase delay group) as 

compared to the control group (ZT of the LH peak at 13 ± 0.3 h) (Figures 1B and 1C, Table I). 

Figures 1D and 1E illustrate examples of individual mice monitored after the 10 h-phase 

advance or delay. Analysis of individual (Figures 2A, B, C) or mean (Figure 2D) LH values 

shows that mice of the three groups exhibited a comparable LH surge pattern at the second 

(control) or third (phase advance or delay) proestrus. Overall, at the third proestrus after the 

single-phase advance or phase delay shift, the preovulatory LH surge characteristics 

(percentage of occurrence, ZT of the peak and amplitude at the peak) were similar to those of 

the control group (Table I).  
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Figure 1: Longitudinal monitoring of estrous cycles and preovulatory LH surges of 

C57BL/6J female mice kept in a stable 12 light/12h dark cycle (control) or submitted to a 

single 10 h-phase advance or a single 10 h-phase delay. 

 
 

A: Longitudinal monitoring of estrous cycles duration and regularity. Estrous cycle duration 

(black bars) is given as mean number of days ± SEM (n=9 on each groups). Values in square 

boxes indicate the percentage of mice with irregular cycles. Values above the arrow indicate 

the number of acyclic mice. In the phase advance group, one mouse was followed just during 

the first estrus cycle because it was in permanent diestrus during 10 days before an LH surge 

was observed, followed by a 2 days cornified stage, making experimental period too short to 

observe two successive estrous cycles. Duration of the second estrous cycle is significantly 

higher after the phase advance (*, p=0.019, Kruskall Wallis / Dunn test) and after the phase 

delay (#, p=0.044, Kruskall Wallis / Dunn test) as compared to the control group. 

B & C: Mean LH secretion between ZT8 and ZT16 during the first, second and third proestrus 

after a 10 h-phase advance (B) or a 10 h-phase delay (C). The ZT of the first preovulatory LH 

surge peak was significantly earlier as compared to the ZT of the third preovulatory LH surge 

after the  phase advance (*, p=0.0327; Newman-Keuls test, ANOVA test F (2, 12)=4.609) or 

the phase delay  (#, p=0.0167 Newman-Keuls test, ANOVA test F (2, 17)=5.256). Only mice 

exhibiting an LH surge were included.  
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D & E: Individual LH secretion in representative female mice during the first, second and third 

proestrus after a 10 h-phase advance (D, two different mice) or a 10 h-phase delay (E, two 

different mice).  

Time is given in ZT (zeitgeber time), with ZT0 as time of light onset and ZT12 as time of light 

offset; white and black bars under the graphs indicate periods of light and darkness, 

respectively. 

 

Table I: Characteristics of the preovulatory LH surge in C57BL/6J female mice kept in a 

stable 12 h light/12 h dark cycle (Control), or during 3 estrous cycles after a 10 h-phase 

advance (Phase advance) or a 10 h-phase delay (Phase delay). 
 Control Phase advance Phase delay 

Second 
proestrus 

First 
proestrus 

Second 
proestrus 

Third 
proestrus 

First 
proestrus 

Second 
proestrus 

Third 
proestrus 

LH surge 
occurrence (%) 
(n: number of 

mice with a surge) 
 

 
89 
 

(n=8/9) 

 
44 
 

(n=4/9) 

 
75 
 

(n=6/8) 

 
88 
 

(n=7/8) 

 
55 
 

(n=5/9) 

 
78 
 

(n=7/9) 

 
89 
 

(n=8/9) 

LH value (ng/ml) 
at the peak 

(n: number of 
mice with a 
visible peak)  

 
28.3 ± 3.8 

 
(n=6/8) 

 

 
30.7 ± 9.9 

 
(n=3/4) 

 
42.3 ± 6.3 

 
(n=5/6) 

 
34.7 ± 5 

 
(n=7/7) 

 
28.8 ± 3 

 
(n=5/5) 

 
35.5 ± 3.9 

 
(n=7/7) 

 
34.5 ± 4.6 

 
(n=8/8) 

ZT of the peak 
(n: number of 

mice with a 
visible peak) 

 
13 ± 0.4 

 
(n=6/8) 

 
10.6 ± 0.9* 

 
(n=3/4) 

 
11.8 ± 0.8 

 
(n=5/6) 

 

 
13.1 ± 0.5# 

 
(n=7/7) 

 
10.6 ± 0.4* 

 
(n=5/5) 

 
12.4 ± 0.4 

 
(n=7/7) 

 
12.3 ± 0.4# 

 
(n=8/8) 

ZT of LH surge 
onset (LH > 

4ng/ml) 

 
11.9 ± 0.4 

 
9.8 ± 1.4 

 
11.2 ± 0.5 

 
11.9 ± 0.6 

 
9.2 ± 0.7 

 
11.4 ± 0.4 

 
11.3 ± 0.5 

In the phase advance group, one mouse was followed just during the first estrus cycle because 

it was in permanent diestrus during 10 days before an LH surge was observed, followed by a 2 

days cornified stage making experimental period too short to observe two successive estrous 

cycles. *: the mean ZT of the LH surge peak was significantly earlier during the first proestrus 

after the phase advance and after the phase delay as compared to the control group (Newman-

Keuls test, p=0.0082; ANOVA test F (2, 11) =7.674). # : The mean ZT of the third preovulatory 

LH surge peak was significantly later as compared to the mean ZT of the first preovulatory LH 

surge after the phase advance (p=0.0327; Newman-Keuls test, ANOVA test F (2, 12)=4.609) 

or the phase delay  (p=0.0167 Newman-Keuls test, ANOVA test F (2, 17)=5.256). Only mice 

exhibiting an LH surge were included. ZT: zeitgeber time. 
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Figure 2: Individual (A, B, C) and mean (D) LH values at the preovulatory surge in 

C57BL/6J female mice (A) at their second proestrus in a stable 12h light/12h dark cycle 

(mouse 1 to 8), (B) at their third proestrus after a 10 h-phase advance (mouse 9 to 15), and (C) 

at their third proestrus after a 10 h-phase delay (mouse 16 to 23); (D) Mean ± SEM of individual 

LH values of panels A, B and C, with no significant difference in the LH surge pattern (p>0.05 

Newman-Keuls test). Only mice exhibiting an LH surge are shown. Time is given in ZT 

(zeitgeber time), with ZT0 as time of light onset and ZT12 as time of light offset; white and 

black bars under the graphs indicate periods of light and darkness, respectively. 
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Effect of a chronic shift on estrous cycle and preovulatory LH surge  

Nice mice were kept under a stable 12L/12D cycle and then submitted to a chronic shift of 10 

h-phase advance for 3 days followed by 10 h-phase delay for 4 days, for up to 9 months. Before 

the shift, all mice exhibited estrous cycles, but once exposed to a chronic shift, one mouse was 

found acyclic at the beginning of the shift, another one at 6 months in chronic shift, and then 

four mice after 9 months of chronic shift (Figure 3A). The mean duration of two consecutive 

estrous cycles did not change significantly in the cycling mice exposed to various duration of 

chronic shift (5.9 ± 0.7 and 5.4 ± 0.6 days at the beginning; 8.8 ± 1.7 and 5.5 ± 0.5 days at 6 

months; and 6.3 ± 1.0 and 7.0 ± 1.3 days after 9 months of chronic shift) as compared to their 

estrous cycle duration before the chronic shift (5.1 ± 0.2 days). However, mice under chronic 

shift displayed an increasing prevalence of irregular cycles (intra-individual variability) with 

the time in chronic shift (50% at the beginning, 63% at 6 months, and 75% after 9 months), as 

compared to the 22% irregular cycles before the chronic shift (Figure 3A). Overall, the number 

of acyclic mice and the number of mice with irregular cycles were significantly increased after 

9 months of chronic shift as compare to before the chronic shift (p<0.05, Chi-square test).  

The occurrence of a preovulatory LH surge was severely impaired at different stages of the 

chronic shift as compared to the previous regular 12L/12D cycle. Analysis of the mean LH 

values at the second proestrus of the different stages revealed a significant alteration of the LH 

secretion pattern at the beginning, at 6 months, or after 9 months of chronic shift (Figure 3B, 

Table II). Notably, at the expected time of the LH surge, ZT12, LH values were very low already 

at the beginning of the chronic shift, at 6 months of chronic shift, but also just after the 9 month-

chronic shift had stopped (Figures 3B, C). However, when LH secretion was followed in 

individual mice, an increase in LH value (> 4 ng/ml) was sometimes observed at various ZT 

(ZT13 and ZT16 for 2/8 mice on the second proestrus after the beginning of chronic shift; ZT2 

for 1/8 mice on the first and second proestrus at 6 months of chronic shift, and ZT10 for 1/5 

mice on the second proestrus after 9 months of chronic shift (Table II)).  
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Figure 3: Longitudinal monitoring of estrous cycles and LH secretion at proestrus in 

C57BL/6J female mice kept in a stable 12 light/12h dark cycle then exposed to a chronic 

shift (rotation of 10 h-phase advance for 3 days followed by 10 h-phase delay for 4 days) 

for up to 9 months. Mice were monitored individually before, at the beginning, at 6 

months, and just after the 9 month-shift has stopped.  
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A: Longitudinal monitoring of estrous cycle duration and regularity. Estrous cycle duration of 

cyclic mice (black bars) is given as mean number of days ± SEM (n=5 to 9). Values in square 

boxes indicate the percentage of mice with irregular cycles. Values above the arrow indicate 

the number of acyclic mice (at each stage) which were excluded from the analyses. The 

percentage of mice with irregular cycles and the number of acyclic mice is significantly higher 

(p=0.0233, Chi-square test) after 9 months of chronic shift as compared to before the chronic 

shift. C: estrous cycle. 

B: Mean LH secretion between ZT8 and ZT16 during the second proestrus of mice monitored 

at the different stages. LH secretion at ZT12 before the shift is significantly higher to all other 

time points after the chronic shift (*, p=0.0008, Kruskall Wallis / Dunn test). Time is given in 

ZT (zietgeber time) with ZT0 as time of light onset and ZT12 as time of light offset; white and 

black bar under the graph indicate period of light and darkness, respectively. 

C: Individual and mean LH values at ZT12 during the second proestrus of mice monitored at 

different stages. LH secretion at ZT12 is significantly higher before as compared to any other 

stages of the chronic shift (*, p=0.0008, Kruskall Wallis / Dunn test). 

 

Table II: LH secretion on the day of proestrus in C57BL/6J female mice kept in a stable 

12 h light/12 h dark cycle (group: Before), then exposed to a chronic shift (10 h-phase 

advance for 3 days followed by 10 h-phase delay for 4 days) and monitored just after the 

beginning of the chronic shift (group: Beginning), at 6 months under chronic shift (group: 

At 6 months) or just at the end of the 9 months chronic shift (group: After 9 months) 

Chronic shifts 

Before  Beginning At 6 months  After 9 months  
 

Second 
proestrus 

 

First 
proestrus 

 

Second 
proestrus 

 

First 
proestrus 

 

Second 
proestrus 

 

First 
proestrus 

 

Second 
proestrus 

 
LH surge 
(> 4 ng/ml) 
occurrence (%) 
(n: number of 
mice with a surge)  

 
78 
 

(n=7/9) 

 
0 * 

 
(n=0/8) 

 
25 
 

(n=2/8) 

 
12.5 * 

 
(n=1/8) 

 
12.5 * 

 
(n=1/8) 

 
0* 
 

(n=0/5) 

 
20 
 

(n=1/5) 
 

ZT (h) of maximal 
LH secretion 

 
12.3 ± 0.2 

 
nd 

 
14.5 ± 1.5 

 
2 

 
2 

 
nd 

 
10 

 

The acyclic mice (one at the start, one at 6 months, and four after 9 months of chronic shift) 

were excluded of the analysis. 

* p<0.05 (Chi-square test) indicate that the occurrence of a preovulatory LH surge is 

significantly lower as compared to before the chronic shift started. 

nd: not detected; ZT: zeitgeber time. 
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Impact of a chronic shift on female mouse fertility 

Female mice of similar age were either kept in regular 12L/12D cycles (control) or exposed for 

4 weeks to a chronic shift of 10 h-phase advance for 3 days followed by 10 h-phase delay for 4 

days (chronic shift), and then released in the regular 12L/12D cycle together with a male mouse 

which stayed one week. Mice of the control group displayed a higher rate of gestation (78.6% 

-11/14 pregnant mice) as compared to mice of the chronic shift group (57.1% - 8/14 pregnant 

mice) and delivered larger litter (7.7 ± 0.6 pups per litter, n=11) as compared to the shifted mice 

(5.4 ± 0.8 pups per litter, n=8) (Figure 4). Altogether, female mice of the control group gave 

birth to a higher number of pups (85 pups in total) as compared to female mice of the chronic 

shift group (43 pups in total). Of note, a majority (7/11) of mice of the control group gave birth 

5 days earlier (21 days after male introduction) than the majority (5/8) of mice of the chronic 

shift group (26 days after male introduction).  

 

Figure 4: Number of gestations carried to term and total number of pups born from 

control mice kept in a stable 12h light/12h dark cycle and mice exposed for 4 weeks to a 

chronic shift (rotation of 10 h-phase advance for 3 days followed by 10 h-phase delay for 

4 days). Mice were exposed either of the two schedules (n=14 per group, 2 mice/cage) for 4 

weeks, then all mice were released in a stable 12h light/12h dark cycle together with a male (1 

male for 2 mice) for one week. Female mice were then kept undisturbed under the same 12h 

light/12h dark cycle for up to 40 days. The number of mice that carried (or not) pregnancy to 

term is indicated in the white (or black) part of the bars (p >0.05, Chi-square test). Values in 

square boxes indicate the total number of pups.  
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Discussion  

In the last 30 years, the number of shift workers has considerably increased particularly in the 

women population with 20% women working in shifted daily schedule (11)(13)(15)(16)(25). 

Epidemiological studies indicate that shiftwork is associated with higher risks of developing 

cardiovascular, metabolic and gastrointestinal disorders, sleep troubles, various types of cancer, 

notably breast cancer, and mental disorders including depression and anxiety (13)(26)(27)(28). 

Strikingly, the impact of shiftwork on human fertility has barely been investigated (15)(16, for 

review). In women, some studies have reported that shiftwork is associated with more menstrual 

irregularities, longer time to get pregnant, and higher risks of miscarriage or low newborn 

weight. In general, no study actually assessed the impact of chronodisruptive conditions on 

ovarian cycles and timing of the preovulatory LH surge which are considered as robust 

indicators of fertility in both women and female rodents (29)(30)(31). In order to tackle this 

issue, this study investigated the effects of acute or chronic phase shifts on both estrous cycles 

and preovulatory LH surge in adult female mice.  

We found that a single 10 h-phase advance or delay of the light/dark cycle induced a temporary 

increase in the estrous cycle length observed at the second cycle after the shift. However, 

already at the first cycle after the 10 h-phase advance or delay, only half of the mice exhibited 

an LH surge and when the LH surge was observed, the ZT of the LH peak was significantly 

advanced by 2h as compared to control mice kept in a stable 12L/12D cycle. On the third 

proestrus after the phase shift, the LH surge frequency, and the ZT and amplitude of the LH 

peak were no more different from the control group. Therefore, a single 10 h-phase shift 

(whether advance or delay) induces a temporary alteration of the occurrence and ZT of the 

preovulatory LH surge, with a minor effect on the estrous cycle. Our results are in line with a 

previous study showing that exposition of female Syrian hamsters to a single 12 h-shift has 

minor effects on the estrous cycle which was normalized within 2 to 4 days after the shift, thus 

faster than the locomotor activity rhythm which took 7 days to resynchronize (17). Similarly, 

another study reported that exposure of young mice (2-6 months) to a moderate shift (3 h-delay 

of darkness onset for 2 days with a return to the former 12L/12D cycles for 5 days) had no effect 

on the estrous cycle (31). Interestingly, 82% of middle aged mice (8-12 months) submitted to 

the same exposition exhibited irregular cycles, indicating that estrous cycle adaptation to shifted 

schedules is age-dependent (31). To our knowledge, only two studies have investigated the 

impact of a single phase shift on the preovulatory LH surge in female rodents. An early work 

reported that when female Syrian hamsters are exposed to a 3 h-phase advance, the LH surge is 

not fully resynchronized to the new schedule 3 days after, while after a 3 h-phase delay the LH 
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surge is more rapidly resynchronized to the dark onset (18). Another study showed that 

exposure of ovariectomized GnRH-GFP mice to a 2 h-phase advance for 5 days leads to an 1.5 

h advance of the LH surge (32). Additionally, early studies investigated the impact of acute 

shifts on the timing of ovulation determined by autopsy. In female rats, ovulation was delayed 

by 4 h on the fourth day following a 5 h-phase delay, but had no effect after a 5 h-phase advance 

(33). In female Syrian hamsters, ovulation was reported to take 15-60 days to resynchronize 

after a 6 h-phase advance (34). Altogether, these data indicate that single shifts have no, or 

minor, effect on the overt estrous cycles, but lead to a more negative, although temporary, 

impact on the preovulatory LH surge. 

Our study reported that exposition to a chronic rotation of 3 days 10 h-phase advance/4 days 10 

h-phase delay has minor impact on estrous cycle regularity and length. Yet, there was a 

tendency to irregular and longer estrous cycles after 9 months of chronic shift with 4/9 mice 

becoming acyclic. By contrast, such a chronic exposition strongly impaired the occurrence of 

the preovulatory LH surge already at the beginning and during all the exposition. Only 2/9 mice 

exhibited an increase in LH but with much lower amplitude and with an out of phase ZT 

(different from the expected ZT12/13). We previously demonstrated that female mice 

maintained under a stable 12L/12D cycle keep their estrous cycle and preovulatory LH surge 

unchanged for up to 9 months (20). Therefore, the dramatic alteration in the LH surge 

occurrence and timing observed under chronic shift is not due to ageing. One recent study 

reported that female mice submitted to 10 h-phase advance/10 h-phase delay shifts with 3, 6 or 

12 days of rotation intervals, exhibit a higher rate of irregular estrous cycles as compared to 

control mice, with the 6 day-rotation interval being the less severe protocol (19). Although 

representing a different paradigm, the impact of different day lengths has also been investigated 

on female rodent estrous cycles. Thus, increasing the duration of the day to 28 h (instead of 24 

h) increases estrous cycle length (35) while adjusting the daily period to the endogenous 

circadian rhythm help restoring estrous cycle regularity and fertility in CRY mutant mice (31). 

To our knowledge, our study is the first one demonstrating the severe impact of a chronic shift 

on LH secretion. Notably, studies on ageing female mice reported that from 12 months and 

over, the timing and amplitude of the preovulatory LH surge are impaired 

(20)(36)(37)(38)(39)(40), thus indicating that exposure to chronodisruptive conditions may 

induce a premature ageing of the reproductive system, as recently reported in women under 

shiftwork (41). 

Our investigation of the gestational outcome of mice exposed to a chronic shift for 4 weeks 

showed that shifted mice had a reduced rate of gestation with a two times lower number of pups 
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as compared to control mice. Further, the shifted mice possibly had a delayed ovulation since a 

majority of them gave birth 5 days later that the majority of the control mice. Other studies have 

investigated the effect of chronodisruptive conditions on gestation although with the shifted 

conditions applied after mating. It was found that a chronic 6 h-phase advance or delay every 5 

days during pregnancy decreases the full-term pregnancy success in both conditions with a 

larger impact of the chronic advance (42). In rat, by contrast, successive 12 h-phase advances 

and delays during gestation did not alter pregnancy outcome (43).  

Altogether our results indicate that single phase shifts have a moderate impact on female 

reproduction, whereas chronic phase shifts lead to severely impaired preovulatory LH surge, 

which in turn may reduce fertility and pregnancy success. These observations confirm the 

requirement of a functional and well-synchronized circadian clock for a proper female 

reproduction. Recent studies have indicated that the SCN clock forwards the daily signal to the 

reproductive system directly via a vasoactive intestinal peptidergic input onto the GnRH 

neurons, or indirectly via a vasopressinergic input onto the preoptic kisspeptin neurons which 

in turn activate the GnRH-induced LH surge (44, for review). Therefore, further studies should 

investigate whether shifts in the light/dark cycle alter the SCN clock signaling to the kisspeptin 

and/or GnRH neurons. Interestingly, mutation of various clock genes induce similar negative 

impact on estrous cycle regularity, LH surge occurrence, and pregnancy success, especially in 

middle-aged female mice (10)(31)(45). Further, selective ovary-specific knockout of the clock 

gene Bmal1 disrupts ovulation and embryo implantation, pointing to a role for the peripheral 

secondary circadian clocks in addition to the master SCN clock (46)(47). Notably, an in vitro 

study reported that after a 6 h-phase advance, the ovarian clock resynchronizes more slowly 

than the SCN clock (48)(49). Therefore, in addition to the shift-induced alteration of the master 

SCN clock, the misalignment of the peripheral clocks may potentially worsen the reproductive 

alteration.  

Acute or chronic shifts alter a number of other functions, notably glucocorticoid production and 

metabolic activity, which may indirectly impact reproduction. Thus, acute or chronic shifts alter 

the peak of glucocorticoid secretion (50)(51) which usually occurs around the same time of the 

LH surge in both rodents (52) and women (8). In human, one study reported a 2-fold increase 

in the hair cortisol level of male shiftworkers as compared to daytime workers (53). High 

glucocorticoid levels are reported to display negative impacts on fertility (54)(55) and 

glucocorticoid administration induces anestrus and alters the preovulatory GnRH/LH surge in 

mice through the inhibition of the preoptic kisspeptin neurons (54, for review)(56)(57)(58). One 

of the major and well-recognized effect of chronic circadian disruption is the increased risk of 
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developing metabolic syndrome (59)(60) a disease known to impair reproduction (61)(62). This 

strong interaction between metabolism and reproduction is notably illustrated by the ability of 

exogenous leptin to rescue puberty and fertility in ob/ob mice (63). In our study however, acute 

or chronic phase shifts had no impact on mouse body weight (data not shown) suggesting that 

the observed reproductive alteration is not due to major metabolic change.  

In conclusion, our study reports that female mice exposure to a unique shift causes a moderate 

and temporary shift of the LH surge whereas exposure to a chronic shift induces a severe, rapid, 

and long-lasting alteration of the preovulatory LH surge leading to a reduce fertility. Notably, 

the estrous cycles appeared moderately altered, thus indicating that fertility assessment should 

use LH secretion rather that estrous, and probably menstrual, cycle regularity. Our results, 

obtained in a rodent model of shiftwork, should prompt us to conduct similar experimental 

investigations in women exposed to chronodisruptive conditions, notably to chronic shift work. 
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C. Mise au point de l’injection intra-cérébro-ventriculaire de peptides 

associée au suivi individuel de LH afin de proposer des méthodes de 

resynchronisation du pic préovulatoire de LH chez des souris soumises à 

des déphasages 

 

L’ensemble des résultats présentés ci-après est issu du travail de Master 2 de Mathilda 

KRETZ encadrée par le Dr Valérie SIMONNEAUX et Thibault BAHOUGNE. 

 

a. Introduction  
 
 

L’occurrence du pic de LH ne dépend pas uniquement d’une concentration élevée 

d’estradiol mais aussi d’un signal journalier qui permet au pic préovulatoire d’avoir lieu 

précisément à la transition repos/éveil des mammifères femelles. Il est maintenant établit que 

cette régulation journalière du pic préovulatoire implique aussi les neurones à Kp de la région 

POA/AVPV qui présentent une activation robuste au moment du pic de LH (Simonneaux 2018). 

En effet, le Kp est un puissant stimulateur de la libération de GnRH chez l’ensemble des espèces 

de mammifère jusque-là explorées (Gottsch et al. 2004)(Navarro et al. 2005)(Dhillo et al. 2005). 

L’injection de Kp (périphérique ou centrale) permet une augmentation de la  sécrétion des 

gonadotrophines et de la fréquence des pulses LH plus que la FSH (George, Anderson, and 

Millar 2012a) et ce de façon GnRH-dépendante chez les rats (Navarro, Castellano, et al. 

2004)(Matsui et al. 2004), souris (Messager et al. 2005), hamsters (Revel et al. 2006)(Ansel et 

al. 2010), ovins (Arreguin-Arevalo et al. 2007), brebis (Caraty et al. 2007) (Figure 10) et singes 

(Guerriero et al. 2012). De façon étonnante, les données expérimentales analysant l’effet de la 

Kp sur la sécrétion de LH ont pour la plupart étaient obtenues chez des mâles. A notre 

connaissance, il n’existe pas de donnée sur l’effet d’injection ICV de Kp sur la sécrétion de LH 

le jour du proestrus sur des rongeurs femelles post-pubères. 

Le lien fonctionnel entre le signal journalier et l’occurrence du pic préovulatoire de LH pourrait 

être la population de neurones à VP des NSC qui projettent directement sur les neurones à Kp 

(Figure 19). En effet, la production de VP varie durant la journée et augmente fortement en 

milieu/fin d’après-midi (Francl, Kaur, and Glass 2010). Les premières expériences ont rapporté 

que l'inhibition du signal VPergique par un antagoniste V1A, provoque une réduction du pic de 

LH avec une oestradiolémie normale (Funabashi et al. 1999) et que l’injection ICV de VP chez 

des rates avec des NSC lésés, ovariectomisées et supplémentées en œstradiol (Palm et al. 1999) 
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ou chez des souris mutantes pour le gène Clock (Miller et al. 2006) est capable de restaurer un 

pic de LH. Plus récemment, une étude chez le hamster syrien femelle a suggéré que la VP serait 

impliquée dans la survenue du pic de LH à la transition jour/nuit via l’activation des neurones 

à Kp de l’AVPV (Williams et al. 2011). Finalement, une analyse électrophysiologique a montré 

que l’application de VP sur des tranches d’hypothalamus en culture active les neurones à Kp, 

un effet perdu chez des souris ovariectomisées mais complètement récupéré lors d’un traitement 

par œstradiol (Piet et al. 2015).  

L’objectif de ce projet de recherche est d’évaluer in vivo le rôle de la VP dans le phasage 

journalier du pic préovulatoire de LH par un suivi longitudinal sur de souris femelles 

individuelles dans le but, à long terme, de pouvoir proposer des pistes thérapeutiques. 

 

b. Matériel et méthodes   

 

Animaux 

 

Les expériences ont été menées chez des souris femelles C57BL/6J sexuellement 

matures (âgées d’au moins 7 semaines) et vierges, obtenues du laboratoire Charles River. Elles 

ont été hébergées, par cage de 3 individus, dans l’animalerie du Chronobiotron de l’INCI dans 

des conditions contrôlées de température (22-25°C) et de luminosité (12 lumière/12 obscurité 

(12L/12D), avec le moment où la lumière s’allume appelé par convention, Zeitgeber Time 0 

(ZT0) et avec la nourriture et l’eau données ad libitum. Après leur arrivée, les souris ont été 

gardées sans être manipulées pendant une semaine d’habituation. Ensuite, elles ont été 

manipulées quotidiennement au moins deux semaines avant le début des expérimentations. 

Leurs cages étaient changées et autoclavées hebdomadairement. Les souris ont été identifiées 

par un marquage au feutre (N50, Pentel Pen) au niveau de la queue. Les procédures 

expérimentales ont été validées par le comité local d’éthique (CREMEAS) et le ministère de 

l'Éducation et de la Recherche (numéro d'autorisation 2015021011396804). La santé des souris 

a été évaluée régulièrement pendant toute la durée des expériences. 

 

Les souris ont été maintenues avec un cycle 12L/12D constant avec ZT0 à 5h du matin. Cette 

condition a été utilisée pour étudier : 

• L’effet de neuropeptides injectés dans l’espace ICV sur la sécrétion de LH chez des 

souris en proestrus ou diestrus (n= 48 souris). 
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Suivi du cycle estrien 

 

Le cycle estrien d’une souris femelle C57BL/6J dure 4-5 jours et se caractérise pas 4 

stades : diestrus, proestrus (jour du pic préovulatoire de LH), œstrus (jour de l’ovulation) et 

metestrus. Le cycle estrien a pu être déterminé quotidiennement grâce à la réalisation de frottis 

vaginaux selon la technique décrite par McLean (Nelson et al. 1982)(McLean et al. 2012). Le 

frottis vaginal est une technique de choix pour déterminer le stade estrien car la muqueuse 

vaginale se renouvelle à chaque cycle et ses modifications cytologiques reflètent les variations 

cycliques des hormones sexuelles. Les différentes phases du cycle estrien sont caractérisées par 

une cytologie particulière visible à un grossissement 40x ou 100x au microscope optique. 

• Lors du diestrus (D), il est observé une prédominance de cellules leucocytaires et 

quelques cellules nucléées qui augmentent progressivement en nombre. 

• Le proestrus (P) se démarque par la cornification de cellules nucléées, avec une proportion 

égale entre cellules nucléés et cellules cornées. 

• Le début de l’œstrus (E) se caractérise par des cellules nucléées et cornifiées. 

• Le métestrus, est une phase de transition entre l’œstrus et le diestrus. Il est difficilement 

différentiable de l’estrus, aussi il n’a pas été pris en considération dans cette étude.  

Le frottis consiste en un lavage vaginal avec 30 µL de sérum physiologique. Le liquide recueilli 

est placé sur une lame pour être analysé au microscope optique sans coloration (Olympus 

BX41). Le ZT de réalisation du frottis est important car le pic de LH a lieu en fin de période 

lumineuse (vers ZT12) le jour du proestrus ; donc plus le frottis est réalisé autour de ZT12, plus 

l’analyse cytologique sera précise pour déterminer le proestrus. Aussi il est impossible de 

conclure de manière formelle face à une cytologie vaginale unique comportant des cellules 

nucléées et cornifiées : un frottis de la veille est indispensable. C’est pourquoi les souris en 

diestrus ont eu 2 frottis par jour : vers ZT5 et vers ZT11.  

 

Prélèvements sanguins 

Le stade du proestrus se caractérise par une augmentation importante et transitoire de 

LH vers ZT12. Les prélèvements sanguins effectués pour mesurer la concentration de LH ont 

été réalisés par une technique non létale de microprélèvements au bout de la queue.  
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Cette technique consiste à sectionner aux ciseaux moins d’un millimètre du bout de la queue 

des souris puis à masser la queue pour faire sortir au moins 4 µL de sang qui sont prélevés avec 

une pipette, puis immédiatement dilués au 1/30ème dans du PBST et congelés à -80°C jusqu’au 

dosage de LH. Lorsqu’une cinétique est réalisée avec plusieurs points horaires consécutifs un 

massage doux est réalisé pour lever le coagulum primaire et ainsi rétablir l’afflux de sang pour 

permettre la répétition du prélèvement sanguin. La production de LH pouvant être perturbée 

par le stress des souris, il est important d’habituer les souris à ces gestes avant de réaliser les 

expériences.  

 

Dosage ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

La concentration sanguine de LH a été mesurée par une technique d’ELISA mis au 

point par Steyn (Steyn et al. 2013). Le dosage se fait à l’aide d’une gamme standard de 12 

échantillons standards de LH de souris (AFP-5306A, National Hormone and Peptide Program 

(NHPP)) préparés par dilution en cascade dans du PBST contenant 0.2% d’albumine bovine 

sérique pour obtenir des concentrations entre 0 et 4 ng/mL. Par ailleurs quatre contrôles 

internes (1, 10, 20 et 30 ng/ml) sont systématiquement inclus dans les dosages pour en évaluer 

la reproductibilité. 

Le premier jour, les puits (deux plaques de 96 puits) sont recouverts de 50 µL d’un anticorps 

(AC) de capture anti-bovin LHβ (518B7, NHPP) à une dilution au 1/1000ème dans un tampon 

de phosphate salin (PBS). Après une nuit à 4°C, la solution d’AC est enlevée et les puits sont 

remplis de 200 µL d’un tampon de blocage pendant une heure, puis les puits sont lavés avec 

un tampon de phosphate salin associé à du polysorbate 20 (PBST) 3x3minutes pour éliminer 

ce qui n’a pas été fixé par l’AC de capture. Ensuite les puits reçoivent, en duplicata, 50 µL de 

standards de LH, les échantillons de sang dilués puis les quatre contrôles internes, et le tout 

est incubé sous agitation douce pendant 2 heures. Après un lavage au PBST (3x3minutes), 50 

µL de l’AC primaire (AFP240580Rb, NHPP) sont mis dans les puits à une dilution de 

1/10000ème dans du tampon de blocage. Les plaques sont laissées 1,5 heure sous agitation à 

température ambiante puis rincées au PBST. L’étape suivante consiste à recouvrir les puits 

pendant 1 heure à température ambiante avec 50 µL de l’AC secondaire de chèvre anti-lapin 

(IgG D048701–2, Dako Cytomation) couplé à la peroxydase de Raifort dilué au 1/2000ème 

dans un mélange équivalent en PBS et tampon de blocage. Les AC non fixés sont lavés avec 

trois lavages successifs de 200 µL de PBST. Finalement, le marquage est détecté par un 

système composé d’o-phénylènediamine-H2O2 (OPD, Invitrogen) et d’un tampon de citrate 
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phosphate qui est appliqué durant 30 minutes à température ambiante sous agitation et à l’abri 

de la lumière. La réaction enzymatique consiste en une oxydation du complexe OPD-H2O2 

par la peroxydase de raifort qui produit un précipité jaune. La réaction est stoppée par 

l’addition d’acide chlorhydrique (3 M) sous hotte aspirante puis les densités optiques à 492 et 

650 nm sont mesurées pour chaque puits grâce à un spectrophotomètre (Thermolab). A partir 

des densités optiques (DO) obtenues pour chaque valeur de LH standard, une droite 

d’étalonnage est réalisée selon l’équation DO=2,3051x+0,0011875. Ensuite, la moyenne des 

2 densités optiques mesurées pour un même échantillon est intégrée à l’équation précédente 

(à la place de x), ce qui permet d’obtenir un dosage de LH. La variation intra-test était de 30% 

et la variation inter-test était de 25 %. 

  

Injections intra-cérébro-ventriculaires (ICV) 

L’objectif est d’injecter des peptides dans le 4ème ventricule de souris femelles pour en 

analyser leurs effets sur la sécrétion de LH. 

La technique d’injection ICV est celle d’Haley et de McCormick (Haley and McCormick 1957). 

Tout d’abord, la souris est anesthésiée dans une boite avec de l’isoflurane gazeux à un débit de 

3L/minute, puis l’anesthésie est maintenue en plaçant le museau de la souris dans un masque 

délivrant de l’isoflurane au même débit. L’injection ICV se fait avec une seringue de 10 µL de 

type Hamilton avec une butée à 3 mm de la pointe de l’aiguille. Le point d’injection se situe 

au niveau de la ligne passant en avant des conduits auditifs externes, à 1 mm de part d’autre 

de la suture sagittale (Figures 22 A et B). Un volume de 2 µL de solution de peptide est injecté 

pendant 30 secondes, l’aiguille est laissée en place pendant 60 secondes afin de prévenir un 

phénomène de reflux puis la seringue est retirée délicatement. Il est attendu que la solution 

injectée dans le 4ème ventricule soit drainée dans l’ensemble de l’espace intracérébral. Après 

l’injection, les souris sont surveillées jusqu’à leur réveil. Entre chaque injection, la seringue 

est rincée au sérum physiologique et à l’alcool à 70°. La bonne maîtrise de la technique 

d’injection a été vérifiée en injectant de l’encre de Chine dilué dans le 4ème ventricule et en 

constatant sa présence dans le 3ème ventricule (Figure 22 C). 
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Figure 22 : Topographie des injections intra-cérébro-ventriculaires. (A) Les points d’injection (croix rouges) 

se situent à 1 mm de part et d’autre de l’axe sagittal céphalique sur la ligne passant en avant des conduits auditifs 

externes. (B) Coupe frontale de cerveau de souris montrant les ventricules latéraux (LV) dans lesquels est placé la 

pointe de l’aiguille pour l’injection ICV. (C) Exemple d’une injection ICV avec de l’encre de Chine montrant une 

coloration dans le LV droit et le troisième ventricule (3V).

 

Les solutions suivantes ont été injectées : 

• Ringer (contrôle) : 2µL 

• Kp (Calso) diluée dans du Ringer à deux concentrations : 1.3µg/2µL et 0.13µg/2µL 

• VP (Sigma) diluée dans du Ringer à deux concentrations : 3ng/2µL et 100ng/2µL 

• Antagoniste des récepteurs V1A de la VP (aVP, deamino-Pen1-O-Me-Tyr2-Arg8, 

Sigma) dilué dans du Ringer à deux concertations : 50ng/2µL et 300ng/2µL 

Les doses ont été choisies en fonction des données de la littérature pour la Kp (Gottsch et al. 

2004)(Thompson et al. 2004), la VP et l’aVP (Miller et al. 2006). 
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Analyse des données 

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism 8. Le niveau 

de signification a été fixé à p ≤ 0,05. Le test de D’Agostino et Pearson a été utilisé pour vérifier 

la normalité. 

La détection d’un pic préovulatoire de LH (estimé par une valeur de LH > 4 ng/ml) chez des 

souris en proestrus n’est pas systématique, aussi pour chaque groupe expérimental, le 

pourcentage d’occurrence du pic de LH a été calculé et des comparaisons statistiques entre 

groupes ont été effectuées avec le test du chi2. 

Seules les souris où un pic préovulatoire de LH a été détecté le jour du proestrus ont été incluses 

dans les analyses. 

Pour comparer l’effet d’une injection ICV de différents peptides (Kp, VP et aVP) par rapport 

à celui du contrôle Ringer sur la cinétique du pic préovulatoire endogène de LH, les résultats 

obtenus pour chaque peptide ont été comparé à ceux du groupe contrôle et la significativité de 

la différence a été testée avec une analyse de variance (two-way ANOVA) en raison des deux 

facteurs de variabilité (peptides et ZT). Des tests de Dunnett ont été réalisés de manière 

appropriée pour déterminer des interactions spécifiques. 

 

c. Résultats préliminaires par Thibault BAHOUGNE   

 

Avant le stage de master réalisé par Mathilda KRETZ, des expériences préliminaires ont 

été réalisées par Thibault BAHOUGNE pour tester la faisabilité du projet. Les conditions 

expérimentales sont similaires à celle décrites dans le matériel et méthodes ci-dessus exception 

faite que les injections ICV ont été réalisées à ZT8 (au lieu de ZT6) et que le groupe contrôle 

recevait des injections de liquide céphalo-rachidien artificiel (au lieu de Ringer).  
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Figure 23 : Sécrétion de LH le jour du proestrus après injection ICV à ZT8, de kisspeptine-10 (Kp), de 

vasopressine (VP) ou de liquide céphalo-rachidien artificiel (aCSF) chez des femelle C57BL/6J. A : sécrétion 

de LH après injection ICV de Kp à 1 µg/2 µl (profils individuels de 5 souris). B : sécrétion de LH après injection 

ICV de VP à 3 ng/2 µl (profils individuels de 10 souris). C : sécrétion de LH (moyenne  ± SEM) après injection 

ICV d’aCSF (2µl, n=3), de Kp (1 µg/2 µl, n=5) et de VP (3 ng/2 µl, n=10) ; dans le groupe Kp, la sécrétion de LH 

est significativement plus élevée à ZT 8.5 et ZT 9 comparativement à ZT 8 (* p = 0.0008, test ANOVA F (4, 20) 

= 7.440). 

Dans chaque groupe, la sécrétion de LH a été mesurée par ELISA dans 4 µL de sang prélevé toutes les 30 min de 

ZT8 (avant l’injection ICV) à ZT 10 puis toutes les 60 min jusqu’à ZT 14 (extinction de la lumière à ZT 12). Seules 

les souris, où un pic pré ovulatoire de LH (estimée par une valeur de LH> 4 ng/ml) a été détecté, sont inclues dans 

cette analyse. Dans chaque groupe, le pourcentage d’occurrence d’un pic pré-ovulatoire de LH est le suivant (sans 

différence significative, test Chi2) : Ringer : 3/5 (60 %), Kp 10 : 5/7 (71%), VP : 10/12 (83%). ZT : zeitgeber time 

avec ZT0 correspondant à l’allumage de la lumière. 
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Tableau 5 : Analyse individuelle de la sécrétion de LH le jour du proestrus après injection ICV à ZT8, de 

aCSF, de vasopressine et de kisspeptine chez des femelles C57BL/6J. 

 

Tout d’abord, il semble que l’anesthésie lors de l’injection icv n’a pas d’effet sur l’occurrence 

du pic préovulatoire de LH chez les souris femelle C57BL/6J âgées de 3 mois. L’injection de 

Kp entraine une augmentation de la sécrétion de LH 30 et 60 min après l’injection avec une 

bonne reproductibilité (100% des ICV de Kp ont induit une augmentation de la sécrétion de 

LH : Figure 23, tableau 5). Mais l’effet observé est très faible en comparaison des valeurs de 

LH observées au moment du pic préovulatoire. L’injection de VP tend à avancer le pic 

préovulatoire de LH, mais une analyse statistique n’a pas pu être faite en comparaison de 

l’injection d’aCSF où le ZT du pic de LH n’a pu être déterminé que chez une seule souris des 

trois souris où un pic de LH avait été observé. De plus, les injections ayant été réalisées à ZT8 

(soit 4 heures environ avant le pic endogène de LH), nous avons posé comme hypothèse que 

les injections de VP étaient trop tardives et que l’effet de la VP était potentiellement confondu 

dans le pic préovulatoire endogène de LH. Ainsi dans les expériences suivantes les injections 

de peptides ont été réalisées à ZT6 au lieu de ZT8. 

 

d. Résultats du projet de master 2 de Mathilda KRETZ 

 

Effet d’injections ICV de peptides sur la sécrétion de LH 

 

 L’objectif est d’observer les effets d’injections ICV de ligands (agoniste et 

antagoniste) VPergiques sur le pic préovulatoire de LH chez des souris en proestrus. 

 Contrôle 

(aCSF) 

(n=3) 

Kisspeptine 

(1 µg/2 µl aCSF) 

(n= 5) 

Pic induit par Kp        Pic endogène 

Vasopressine 

(3 ng/2 µl aCSF) 

(n=10) 

Valeurs 

maximales de LH 

au pic (ng/ml) 

23.6 

(n=1/3) 

2.75 ± 0.4 

(n=5/5) 

24.4 ± 7.3 

(n=3/5) 

36.8 ± 1.5 

(n=5/10) 

ZT du pic de LH  13 

(n=1/3) 

8.5 

(n=5/5) 

12.0 ± 0.0 

(n=3/5) 

11.4 ± 0.3 

(n=5/10) 

ZT du début du 

pic de LH  

12.6 ± 0.3 8.5 12 ± 0.4 11.4 ± 0.4 
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L’occurrence du pic préovulatoire le jour du proestrus n’est pas systématique chez la femelle 

C57BL/6J. Même quand le proestrus est bien attesté par un frottis vaginal, le pic de LH est 

objectivé dans 60-90 % des cas (Czieselsky et al. 2016)(Bahougne et al. 2019). Dans ce travail 

l’occurrence du pic préovulatoire de LH est compris entre 46 et 83% (sans différence 

significative, test Chi2) selon les groupes expérimentaux : Ringer (72% sur 22 souris), Kp 

(75% sur 4 souris), VP (46% sur 15 souris pour 3ng ; 78% sur 9 souris pour 300 ng), antagoniste 

VP (83% sur 6 souris pour 50 ng ; 60% sur 5 souris à 300 ng et 100% sur 2 souris à 500 ng). 

Seules les souris où un pic pré ovulatoire de LH a été détecté (estimé par une valeur de LH> 4 

ng/ml) sont incluses dans les analyses suivantes. 

 

a) Effets d’injection ICV de Ringer sur le pic endogène de LH : contrôle négatif du 

protocole d’injection 

 

Des injections de Ringer ont été réalisées afin de vérifier l’absence d’effet négatif du 

protocole expérimental. Vingt-deux souris en totalité ont reçu une injection ICV de 2 µL de 

Ringer stérile à ZT6 le jour du proestrus et la LH sanguine a été dosée à différents points 

horaires entre ZT6 et ZT14. La figure 24 montre que la cinétique de la sécrétion préovulatoire 

de LH (observée sur 16/24 souris) n’est pas altérée par le protocole d’injection ICV puisque 

le pic de LH a lieu au moment attendu à ZT12, à l’extinction de la lumière (sans différence 

comparativement aux données déjà publiées par notre équipe (Bahougne et al. 2019). 
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Figure 24 : Profil de sécrétion de LH chez des souris femelles (n=16)  après injection intracérébroventriculaire 

(flèche) de 2 µl de Ringer à ZT6 le jour du proestrus. Les valeurs présentées sont la moyenne ± SEM de 16 

souris. ZT : zeitgeber avec ZT12 correspondant au début de la nuit ; la barre sous l’axe représente le jour (blanc) 

et la nuit (noir). 

 

b) Effet d’injection ICV de Kp sur la sécrétion de LH le jour du proestrus : preuve 

de concept 

 

Des injections de Kp ont été réalisées afin de vérifier la capacité d’un neuropeptide 

stimulateur à induire la production de LH. La figure 25 montre que l’injection de 1 µg/2 µl 

de Kp permet une augmentation significative de LH 30 à 90 min après l’injection (Test two-

way ANOVA, p=0,0006). Le test de Dunnett appliqué met en évidence que la sécrétion de 

LH suite à l’injection ICV de Kp à 1 µg/2 µl est statistiquement supérieure (p<0,05) à ZT 6,5 

; 7 et 7,5 par rapport à ZT6. L’effet semble dose-dépendant car la dose de Kp à 0,1 µg/2 µl 

n’induit pas d’augmentation significative de LH.  Néanmoins, il est important de noter que 

les concentrations circulantes de LH induites par la Kp (autour de 3 ng/ml maximum) sont 

très inférieures à celle du pic de LH endogène (autour de 20 ng/ml) 
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Figure 25 : Profil de sécrétion de LH de ZT6 à ZT8 chez des souris femelles après injection 

intracérébroventriculaire (flèche) de 2 µl de Ringer (noir), ou de 2µl de kisspeptine (Kp) aux doses de 1 µg 

(vert foncé) ou 0,1 µg (vert clair) le jour du proestrus. Les valeurs présentées sont la moyenne ± SEM de 4 

souris (Kp 1 µg), 4 souris (Kp 0,1 µg) et 16 souris (Ringer). * indique une différence significative (p < 0.05) sur 

les valeurs de LH à ZT 6,5 ; 7 et 7,5 entre le traitement Kp 1µg et Ringer (Test two-way ANOVA avec multiple 

comparaison / test Dunnett). ZT : zeitgeber avec ZT12 correspondant au début de la nuit. 

 

c) Injections ICV de ligands VPergiques 

 

L’hypothèse testée est que la VP, messager journalier issu des NSC induisant 

l’activation des neurones à Kp le jour du proestrus, joue un rôle sur la cinétique de sécrétion 

de LH. Pour tester cette hypothèse, l’effet d’injection ICV de VP ou d’un antagoniste 

VPergiques a été évalué sur la sécrétion de LH. 

 

i. Injection ICV de la VP lors du proestrus 

 

Deux doses de VP, 3 ng/2µL et 100 ng/2µL, ont été injectés le jour proestrus à ZT6. 

La figure 26 montre que la VP injectée à une dose de 3 ng/2µl décale la courbe vers la gauche, 

ce qui indique une avance du pic préovulatoire de LH d’environ 1 heure alors que la courbe 

de la cinétique de LH suite à la dose de 100 ng/2µL est comparable à celle du Ringer. 
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Figure 26 Profil de sécrétion de LH chez des souris femelles après injection intracérébroventriculaire 

(flèche) de 2 µl de Ringer (noir) ou de vasopressine (VP) aux doses de 3 ng/2µl (bleu clair) ou 100 ng/2µl 

(bleu foncé) à ZT6 le jour du proestrus. Les valeurs présentées sont la moyenne ± SEM de 7 souris (VP 3 et 100 

ng, chacun) et de 16 souris (Ringer). ZT : zeitgeber avec ZT12 correspondant au début de la nuit. 

 

ii. Injection ICV de VP lors du diestrus 

 

Lors du diestrus, devant une oestradiolémie faible, il est intéressant de voir si la VP 

permet de déclencher un pic de LH. La figure 27 montre que l’injection de 3 ng de VP durant 

la phase de diestrus, n’a aucun effet sur la sécrétion de LH. 
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Figure 27 : Profil de sécrétion de LH chez des souris femelles après injection intracérébroventriculaire 

(flèche) de 2 µl de Ringer (noir) ou de 3 ng/2µl de vasopressine (VP, bleu foncé) à ZT6 le jour du diestrus. 

Les valeurs présentées sont la moyenne ± SEM de 9 souris (VP) et de 2 souris (Ringer). ZT : zeitgeber avec ZT12 

correspondant au début de la nuit. 

 

iii. Injection ICV d’un antagoniste de la VP 

 

Afin de tester l’hypothèse que le pic préovulatoire de LH est déclenché par 

l’association entre le signal VPergique journalier et une forte oestradiolémie, l’effet du 

blocage de la signalisation VPergique sur la sécrétion de LH le jour du proestrus a été analysé. 

Dans ce but, deux doses d’aVP, 50 ng et 300 ng, ont été injectées à ZT 6. La figure 28 montre 

que le pic de LH paraît retardé, avec la dose de 300 ng. 
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Figure 28 : Profil de sécrétion de LH chez des souris femelles après injection intracérébroventriculaire 

(flèche) de 2 µl de Ringer (noir) ou d’antagoniste vasopressinergique (aVP) aux doses de 50 ng/2µl (orange) 

ou 300 ng/2µl (rouge) à ZT6 le jour du proestrus. Les valeurs présentées sont la moyenne ± SEM de 5 souris 

(aVP50 ng), 3 souris (aVP300 ng) et de 16 souris (Ringer). ZT : zeitgeber avec ZT12 correspondant au début de 

la nuit. 

 

iv. Synthèse 

 

Les figures 29 et 30 comparent l’effet d’injections ICV de 3ng VP et 50 ng d’aVP avec 

le contrôle Ringer. Des femelles C57BL/6J ont reçu une injection ICV de Ringer (en gris), 

de VP 3 ng (en bleu) et d’aVP 50 ng (en orange) à ZT6 le jour du proestrus. L’analyse 

statistique (Two-way ANOVA) met en évidence un effet significatif du temps (ZT) 

(p<0,0001) sur la sécrétion de LH. L’interaction peptide/ZT est à la limite de la significativité 

(p=0,07), la sécrétion de LH suite à l’injection de VP 3ng est significativement supérieure (p 

< 0.05) à  ZT10 et à inférieure à ZT13 en comparaison du Ringer (Test ANOVA avec multiple 

comparaison / test Dunnett). Ces résultats confortent l’hypothèse que l’injection ICV de 3 ng 

de VP avance le pic préovulatoire de LH. En revanche, la sécrétion de LH suite à l’injection 

d’aVP n’est pas significativement différente de celle du Ringer. 
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Figure 29 : Effet d’une injection intracérébroventriculaire de vasopressine (VP, 3 ng/2 µl) et d’antagoniste 

vasopressinergique (aVP, 50 ng/2 µl), à ZT6 sur la sécrétion préovulatoire de LH le jour du proestrus. Les 

valeurs présentées sont issues des figures 24, 26 et 28 représentent la moyenne de 16 souris (Ringer), 7 souris (VP) 

et 5 souris (aVP). * indique une différence significative (p < 0.05) sur les valeurs de LH à ZT10 et ZT13 entre le 

traitement VP et Ringer (Test two-way ANOVA avec multiple comparaison / test Dunnett). ZT : zeitgeber avec 

ZT12 correspondant au début de la nuit ; la barre sous l’axe représente le jour (blanc) et la (noir).
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Figure 30 : Moyennes et valeurs individuelles des concentrations de LH à ZT 10, ZT 12 et ZT13 suite à 

l’injection intracérébroventriculaire de Ringer (barre grise, points noirs), de 3 ng/2 µl de vasopressine (VP, 

barre bleue, losanges noirs) ou d’antagoniste vasopressinergique (aVP, barre orange, triangles noirs) à ZT6 

le jour du proestrus. Les valeurs présentées sont issues des figures 24, 26 et 28. * indique une différence 

significative (p < 0.05) sur les valeurs de LH à ZT10 et ZT13 entre le traitement VP et Ringer (Test two-way 

ANOVA avec multiple comparaison / test Dunnett). ZT : zeitgeber avec ZT12 correspondant au début de la nuit. 
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e. Discussion et Perspectives 

 

Les données de la littérature indiquent que le travail en horaires décalés entraine une 

diminution de la fertilité chez les femmes (Simonneaux and Bahougne 2015). Cependant les 

mécanismes impliqués sont encore méconnus et ne permettent pas de proposer un traitement 

adapté. Dans ce contexte, l’objectif de ce travail était d’évaluer l’effet in vivo de la VP, 

principal neurotransmetteur de l’horloge circadienne agissant sur les neurones à Kp, sur la 

synchronisation du pic préovulatoire de LH avec le cycle lumière / obscurité chez des souris 

femelles.  

Afin de valider la technique d’injection ICV de peptide sur la sécrétion continue de LH chez 

des souris femelles en proestrus, l’effet de l’injection de Kp, connu pour activer les neurones 

à GnRH, a été testé. En effet, la plupart des données expérimentales analysant l’effet d’une 

injection de Kp par voie IV, SC ou ICV ont, pour la majorité, été réalisées chez des modèles 

animaux mâles (Tableau 1). A notre connaissance, ce travail est le premier à réaliser des 

injections ICV de Kp chez des souris femelles post-pubères en proestrus physiologique. Il a 

pu être observé que l’injection ICV (à ZT 6 ou 8) de Kp entraine une augmentation de la 

sécrétion de LH dans l’heure suivant l’injection, mais les valeurs obtenues sont inférieures à 

celles du pic endogène. Des travaux réalisés chez des rats femelles prépubères ont montré une 

augmentation de la sécrétion de LH après une injection SC de Kp à des doses 8 fois supérieures 

à celles utilisées dans notre étude (Matsui et al. 2004). Également chez des rats femelles, des 

injections ICV continues, à une dose journalière 10 fois supérieure à celles utilisées dans notre 

étude, n’entrainera qu’une augmentation modeste et transitoire de la sécrétion de LH (Roa et 

al. 2009). Par ailleurs, des études réalisées chez des brebis avec ou sans OVX + implants 

d’œstrogène ont montré que l’infusion continue par voie SC ou IV de Kp permet l’obtention 

d’un « pic physiologique » de LH (Caraty et al. 2007)(Sébert et al. 2010). Ainsi, ces résultats 

montrant un effet stimulateur de Kp sur la sécrétion de LH sont en accord à ceux décrits par 

d’autres équipes, essentiellement chez des rongeurs mâles (Matsui et al. 2004)(Shahab et al. 

2005)(Thompson et al. 2004). Devant la faible amplitude de la sécrétion de LH induite après 

des injections de Kp dans notre travail, la question peut donc se poser d’utiliser des doses 8 à 

10 fois supérieures dans notre modèle afin d’obtenir un pic de LH plus proche du pic pré 

ovulatoire de LH endogène. Nos travaux ont montré que l’injection ICV de 3 ng de VP à ZT 

6 le jour du proestrus induit une avance d’environ 1h du pic de LH comparativement au groupe 
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contrôle. L’injection de 50 ng de VP induit une tendance similaire mais non significative, 

possiblement dû à un nombre trop faible de souris testées, ou à une dose non appropriée de VP. 

Des travaux précédents ont également analysé l’effet de la VP sur la sécrétion de LH sur des 

modèles animaux en hypogonadisme central ou périphérique soit chez la rate avec 

ovariectomie, ou avec des lésions du SCN (Palm et al. 2001), soit chez des souris mutées pour 

Clock (Miller et al. 2006). Ces études ont montré un effet stimulateur de la VP sur la sécrétion 

de LH mais que dans 30 à 60% des cas. L’injection ICV de 3ng de VP à ZT6 lors du diestrus 

n’a induit aucun effet sur la sécrétion de LH. Il est possible que l’effet de la VP nécessite un 

niveau d’oestradiolémie maximale pour entrainer un effet sur la sécrétion de LH. Cette 

hypothèse est cohérente avec une étude in vitro ayant montré que la VP n’est capable d’activer 

les neurones à Kp que chez les souris en proestrus ou en présence d’un niveau élevé d’estradiol 

(Piet et al. 2015). L’injection ICV d’un antagoniste VP à ZT6 le jour du proestrus tend à 

entrainer un retard du pic LH, mais de façon non significative. Cette absence d’effet significatif 

d’un antagoniste VP est en désaccord avec des travaux précédents  ayant rapporté un effet 

inhibiteur significatif d’un antagoniste VP sur le pic endogène de LH (Funabashi et al. 1999). 

Cette différence peut être expliquée par le fait que l’équipe de Funabashi a utilisé un 

antagoniste ciblant les récepteurs V1A et V1B, alors que le nôtre cible uniquement les V1A 

(exprimés par les neurones à Kp)(Vida et al. 2010) ou par le fait que nous avons injecté 

l’antagoniste de la VP à une dose supérieure et plus tardivement. Notre effectif est également 

faible, d’où l’intérêt de reproduire ces manipulations avec un plus grand nombre d’animaux. 

Une autre équipe a également montré chez des souris femelles mutées pour Clock que 

l’injection combinée d’antagoniste VP et de VP abolit l’effet stimulateur de la VP (Miller et 

al. 2006).  

Ces travaux sont innovants car ils sont les premiers à suivre de façon longitudinale l’effet de 

différents neuropeptides sur le pic endogène de LH chez souris femelles intactes. Ils confirment 

l’effet stimulant du Kp sur la sécrétion de LH, bien que l’effet soit mineur, et indiquent que la 

VP pourrait jouer un rôle dans la synchronisation du pic préovulatoire de LH puisque la VP est 

capable d’avancer d’une heure le pic de LH. Cet effet synchroniseur de la VP n’a jamais été 

rapporté et il doit être confirmé en utilisant un nombre plus important d’animaux et en testant 

des doses et des moments d’injection différents. Par ailleurs, il serait également intéressant 

d’étudier l’effet du VIP, un autre neuropeptide des NSC, sur la cinétique du pic préovulatoire 

de LH car ce neuropeptide est contenu dans des fibres innervant les neurones à GnRH et les 

neurones à RFRP-3 (Russo et al. 2015).
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VI. Perspectives  
 

Le développement récent de la mesure de la LH sur des micro-prélèvements de sang 

chez des rongeurs vigiles a été une avancée majeure dans le domaine de la biologie de la 

reproduction, permettant de suivre la sécrétion de LH toutes les heures (ou moins) de façon 

répétée chez un même animal (Steyn et al. 2013)(Czieselsky et al. 2016)(Bahougne et al. 2019). 

Cette technique permet d’étudier la variabilité intra et interindividuelle de la sécrétion 

préovulatoire de LH chez des rongueurs femelles à différents âges, d’évaluer les effets de 

différents protocoles de perturbation du système circadien à court ou long terme, d’analyser les 

mécanismes sous-jacents à ces altérations de la reproduction et de proposer des protocoles de 

resynchronisation.  

 

Étude longitudinale de la sénescence  

Notre travail a montré que l’une des premières altérations de l’axe gonadotrope observée 

chez la souris C57BL/6J sénescente est la perturbation du pic préovulatoire de LH à compter 

de 12 mois, alors qu’il n’y a pas encore de perturbation visible de la longueur ou de la régularité 

du cycle estrien.  

Comprendre les mécanismes sous-jacents de la sénescence de l’axe gonadotrope est essentiel 

car ce dernier affecte la santé des femmes tout au long de leur vie. Ainsi chez les femmes, la 

ménopause a un impact négatif sur l'inflammation, les cancers gynécologique et les maladies 

cardiovasculaires (Shi et al. 2016). Par conséquent, des protocoles visant à maintenir / restaurer 

l’axe gonadotrope (Habermehl et al. 2019) peuvent aider à réduire l'impact négatif de la 

sénescence de l’axe reproducteur. Afin d’étudier les mécanismes de la sénescence diffèrent axes 

de recherche pourraient être développés : 

- Les effets d’une modification de la photopériode pourraient être analysés. Chez des 

souris femelles mutées pour les gènes Cry 1 et Cry2, âgées de 8 à 12 mois, une 

sénescence précoce de l’axe gonadotrope (évalué sur la régularité de l’activité 

locomotrice) peut être contre balancé par un raccourcissement ou un allongement de 

la photopériode (Takasu et al. 2015). Une correction des anomalies observées durant 

la sénescence de l’axe gonadotrope (irrégularité du cycle estrien, décalage du ZT du 

pic et de l’amplitude du pic de LH) sous tendrait une participation de l’altération de 
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la rythmicité de l’expression des gènes horloges durant la sénescence de l’axe 

gonadotrope.   

- Au niveau des NSC, le message journalier implique des neurones VPergiques et 

VIPergiques. Nous avons montré que 1) chez des souris de 3 mois, l’injection ICV 

de VP entraine une avance du ZT du pic préovulatoire endogène de LH et que 2) le 

ZT du pic de LH chez des souris âgées de 12 mois était retardé de 2h. Il serait 

intéressant d’évaluer si une injection ICV de VP permet des restaurer la 

synchronisation du pic de LH à ZT12.  

- En aval des NSC, l’analyse de l’activité des neurones à Kp de l’AVPV (mesure de 

l’activité c-FOS) à 6 ou 9 mois versus 12 mois permettrait d’évaluer si le retard de 

phase du pic de LH est dû à un retard de l’activation des neurones à Kp. Le cas 

échéant il pourrait être intéressant de réaliser des injections ICV de Kp sur des souris 

de 12 mois afin d’en évaluer les effets sur le ZT et l’amplitude du pic de LH. Nos 

résultats seront comparés à une étude similaire réalisée chez des rates OVX avec 

implant d’œstrogène (Neal-Perry et al. 2009).  

 

Effet de la perturbation circadienne  

Notre travail a démontré qu’un déphasage unique entraine une altération du cycle estrien 

et diminution de l’occurrence du pic préovulatoire de LH avec toutefois une récupération dès 

le 3éme cycle estrien, que ce soit lors d’une avance ou d’un retard de phase. En revanche, lorsque 

le déphasage est répété les capacités d’adaptation diminuent voire sont absentes. En effet, 

l’occurrence du pic préovulatoire de LH et la fertilité des souris soumises à un déphasage 

chronique sont très altérées. L’étude de l’activité journalière des neurones à Kp de la région de 

l’APVP chez des souris désynchronisées permettrait d’évaluer si l’altération du pic de LH est 

due (au moins en partie) à une désynchronisation de l’activité de ces neurones. Sachant que les 

neurones à Kp sont activés exactement au moment du pic de LH chez des hamsters syriens 

femelles, l’étape suivante sera de comparer la cinétique d’activation des neurones à Kp entre 

des souris en cycle LD stables et des souris en déphasage chronique. Il s’agira de pratiquer un 

double marquage Kp/c-FOS et de comparer le nombre de neurones à Kp activés (exprimant c-

FOS) dans l’AVPV à différent moments de la journée chez des souris soumises à un déphasage 

chronique ou à un cycle stable. Il est attendu une désynchronisation de l’activation des neurones 

à Kp coordonnée à celle du pic de LH chez les souris ayant subi un déphasage chronique. Si ce 

n’est pas le cas, l’analyse pourrait porter sur de l’activité d’autres neurones potentiellement 
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impliqués dans la synchronisation du pic préovulatoire de LH comme  les neurones à GnRH et 

les neurones à RFRP (Henningsen et al. 2017).   

Bien que le chef d’orchestre des rythmes journaliers soit l’horloge centrale située au niveau des 

NSC, d’autres structures du système reproducteur (neurones à Kp et à GnRH, hypophyse, 

ovaires, utérus) possèdent aussi une horloge circadienne intrinsèque. Ces horloges propres aux 

tissus reproductifs sont également nécessaires pour la réussite de l’ovulation, de l’implantation 

embryonnaire et pour la stéroïdogénèse (Shimizu et al. 2011). Aussi, il serait intéressant de 

déterminer si le déphasage chronique entraine aussi une désynchronisation de rythmicité des 

horloges de ces tissus reproducteurs.  

L’étude de la longueur et de la régularité du cycle estrien ainsi que l’occurrence d’un pic 

préovulatoire de LH ne sont que des marqueurs indirects de fertilité. Quelle que soit l’espèce 

étudiée, la survenue d’une gestation menée à terme reste le meilleur critère de fertilité. Notre 

première étude visant à évaluer la fréquence et la taille des portées chez des souris femelles 

soumises à un déphasage chronique a montré que le nombre de petits est divisé par deux chez 

les souris en déphasage chronique, sans cependant atteindre une différence significative. De 

plus, la majorité des gestations menées à terme dans le groupe déphasage chronique étaient 4-

5 jours plus tardive dans le groupe contrôle. Ces résultats montrant un succès gestationnel altéré, 

confirment la perturbation de l’axe gonadotrope observée lors de déphasage chronique. Par 

contre, nos données suggèrent également que la récupération fonctionnelle de l’axe 

gonadotrope à un jeune âge est plus rapide entrainant un certain nombre de gestation 7 jours 

après l’arrêt du déphasage chronique. L’exposition à un male pendant une durée plus courte (4 

jours) suite à un déphasage chronique de 4 semaines permettrait d’affiner nos observations 

d’une fertilité altérée par le déphasage chronique. De plus, nous pourrions étudier la fertilité 

des souris après différentes périodes de déphasage chronique (4 semaines, 3 mois et 6 mois) et 

évaluer leur temps de récupération en fonction de la durée du déphasage. 

 

Effet d’injection ICV de neuropeptides sur le pic préovulatoire de LH  

Nos résultats montrent que chez des jeunes souris en conditions environnementales 

stables, les injections ICV de Kp, de VP ou d’aVP ont peu d’effet sur le pic préovulatoire 

endogène de LH. L’axe HH est fonctionnel et donc probablement moins stimulable. 

Néanmoins, des études ont rapporté que la Kp ou la VP sont de puissants stimulateurs de l’axe 

gonadotrope notamment dans un contexte d’hypogonadisme (Messager et al. 2005)(Palm et al. 

1999)(Palm et al. 2001). Dans un contexte d’hypogonadisme lié au déphasage chronique, nous 
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pourrions effectuer des injections ICV de Kp ou de VP afin d’évaluer leur capacité à 

resynchroniser le pic préovulatoire de LH. 

Par ailleurs, il serait également intéressant d’étudier l’effet d’injection ICV de VIP sur le pic 

préovulatoire endogène de LH. En effet, le VIP serait inhibiteur des neurones à RFRP-3 et 

pourrait par ce mécanisme indirect jouer un rôle sur la cinétique du pic préovulatoire de LH 

(Russo et al. 2015).  

 

Application chez l’humain  

Chez l’humain, de nombreuses études font état de complications (cardiologiques/ 

métaboliques (186 études), du sommeil (105 études), carcinologiques (24 études) secondaires 

au travail posté ou de nuit (Simonneaux and Bahougne 2015 pour revue). En revanche, moins 

de 20 études font un état des lieux de la relation entre le travail posté et la fertilité féminine. 

Pour la plupart, il s’agit d’études rétrospectives, comportant un petit nombre de sujets, utilisant 

des critères d’analyses de fertilité très variables, peu fiables, associés à une très grande 

variabilité de la pertinence des méthodologies utilisées. En résumé, ces études rapportent une 

plus grande fréquence de trouble des règles associée à des modifications biologiques de l’axe 

reproducteur chez les femmes en travail posté. Comme il a été discuté, l’analyse du cycle 

menstruel ou des analyses biologiques ponctuelle ne sont pas de bon critère d’évaluation de 

l’occurrence d’une ovulation et donc de fertilité. Étant donné que les femmes en âge de procréer 

sont de plus en plus nombreuses à travailler en horaires postés incluant la nuit, la question de 

l’impact négatif d’une telle désynchronisation sur leur fertilité nous semble être un problème 

majeur de santé publique actuellement non clairement élucidé. En collaboration avec les 

services d’endocrinologie (Pr JEANDIDIER), de médecine du travail (Pr GONZALEZ), et de 

médecine légale (Pr RAUL) du CHRU/CHU de Strasbourg, Reims et Nancy et avec le 

laboratoire CEED à Strasbourg (Dr SIGRIST) nous avons proposé un Protocole de Recherche 

Clinique (Programme hospitalier de recherche clinique – PHRC) sur la question de la fertilité 

chez les femmes travaillant en horaire posté de nuit. L’objectif de ce projet était d’analyser de 

façon prospective la fertilité de la femme travaillant en horaires postés ou non, sur des 

paramètres cliniques, biologiques et génétiques. La lettre d’intention de demande de 

financement a été sélectionnée en juillet 2016, mais malheureusement le projet final n’a pas été 

retenu. Une nouvelle demande (résumée ci-dessous) maintenant renforcée par les résultats 

fondamentaux de ma thèse de science, sera déposée dans les années à venir.  
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• Objectif du projet : rechercher l’existence d’un impact négatif du travail posté/ de nuit 

sur l’axe reproducteur féminin. L’occurrence du pic de LH pré ovulatoire sera utilisée 

comme critère indirect de survenue d’une ovulation. 

• Objectifs secondaires :  

- Déterminer les mécanismes du trouble de la fertilité associé au travail posté/ de nuit en : 

o Évaluant les caractéristiques du cycle menstruel (corrélation cycle menstruel / 

occurrence du pic de LH) 

o Étudiant l’expression des gènes horloges 

o Mesurant les sécrétions hormonales mensuelles 

- Établir un état des lieux des conséquences biologiques imputables au travail posté/ de 

nuit en :  

o Mesurant le stress oxydant  

o Évaluant l’impact métabolique (HbA1c…) 

• Critère d’évaluation principal 

- L’utilisation de bandelettes urinaires de LH, avec un seuil de sensibilité à 10mUI/mL, 

réalisées entre J5 et J25 du cycle (J1 = 1er jour des menstruations) permettront de 

déterminer l’occurrence du pic préovulatoire de LH  

- Hypothèses :  

o Allongement de la phase folliculaire (pic de LH >10 mUI/ml retardé) 

o Anovulation (pas de survenue du pic de LH)  

• Critères d’évaluation secondaire 

- Évaluer les mécanismes de perturbation de l’axe reproducteur féminin associée au 

travail posté/de nuit : 

o La régularité des cycles menstruels sera observée sur 6 cycles consécutifs. Un cycle 

menstruel sera considéré comme régulier si durant 6 cycles menstruels consécutifs 

les variations de sa durée, mesurée entre le cycle le plus court et le cycle le plus 

long, restent strictement inférieures à 7 jours. 

o Mesure de la progestérone sanguine et au niveau des cheveux/capillaire  

o Mesure de l’expression de gènes horloges Per2 et Bmal1 par Q-PCR dans des 

prélèvements de la muqueuse buccale effectués à plusieurs moments d’un cycle 

journalier. 

o Mesure du cortisol mensuel au niveau des cheveux/capillaire 
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- Établir un état des lieux des conséquences imputables au travail posté :   

o Mesure du stress oxydant 

o Évaluation métabolique (exploration des anomalies lipidique, glycémie, 

insulinémie, HbA1C) 

 

• Plan expérimental  

- Étude multicentrique prospective 

- Comparative de 2 groupes :  

o Groupe 1 : travail de jour, aucun travail de nuit, travail entre 6 et 21h 

o Groupe 2 : travail posté AVEC nuit, au minimum 3 heures, dans la période de nuit 

(entre 21 et 6h), à raison d’au minimum 5 nuits par mois. 

o Ouverte, non randomisée 

 

• Critères d’éligibilité 

- Critères d’inclusions : 

o Femme sans contraception hormonale (ou stérilet cuivre NON hormonal) ou ayant 

arrêté une contraception depuis plus de 6 mois (et ne souhaitant pas en reprendre 

durant 6 cycles) 

o Âgée de 18 à 40 ans  

o Horaires postés ou non (avec un poste stable depuis au moins 12 mois et sans 

interruption supérieure à 5 semaines depuis 12 mois) 

o Longueur des cheveux racine-pointe supérieure à 3 cm 

- Critères de non-inclusion et d’exclusion durant la période de l’étude : 

o Trouble de la fertilité connue   

o Endocrinopathies ou pathologies gynécologiques non traitées pouvant influer sur 

les cycles menstruels  

o Antécédent de cancer dans les 5 dernières années 

o Antécédent de pathologie psychiatrique sévère  

o Prise de traitement hormonal  

o Grossesse ou allaitement depuis moins de 3 mois 

o Sujet en période d’exclusion d’une étude précédente 

o Sujet sous sauvegarde de justice, curatelle ou tutelle 
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• Déroulement pratique de l’essai 

- J0 : visite d’inclusion, recherche de critères d’exclusion 

o Information et signature du consentement 

o Questionnaire initial (recueil d’informations médicales, information sur le poste de 

travail…) 

o Prélèvement sanguin (ordonnance n°1) lors de la visite :  

§ TSH, FT4  

§ PRL 

§ Béta HCG 

§ AMH  

§ Mesure du taux de stress oxydant : mesure d’enzymes anti-oxydantes ou pro-

oxydantes dans le sang total 

§ HbA1C 

o Remise d’une ordonnance pour réalisation du bilan sanguin en première partie de 

cycle, à jeun (ordonnance n° 2) 

§ LH/FSH/Estradiol 

§ Testostérone totale  

§ Insulinémie et glycémie veineuse à jeun 

§ EAL (bilan lipidique) 

- J0 + moins d’1 mois : validation de l’inclusion  

o En l’absence de critères d’exclusion 

o Examen clinique 

o Réalisation de bilans sanguins (ordonnance n° 3)  

§ Progestérone sanguine entre le 21 et 24ème jour du cycle ou 7 jours avant les 

menstruations attendues (le 1er jour du cycle étant la date d’apparition des 

règles). Le prélèvement sanguin réalisé deux fois, au cours d’un des 3 

premiers cycles et au cours d’un des 3 derniers cycles menstruels (entre J0 + 

moins d’1 mois et J0 + 3 cycles puis entre J0 + 3 cycles et J0 + 6 cycles). 

§ Si les cycles sont irréguliers, le dosage de progestérone sera réalisé une fois 

par semaine après les 15 premiers jours du cycle (donc maximum 3 dosages). 
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Il ne sera conservé que la mesure de progestérone réalisée durant la semaine 

précédant la survenue des règles. 

§ Si cycle inférieur à 21 jours, le dosage de progestérone sera réalisé après les 

10 premiers jours du cycle. 

o Remise des calendriers menstruels et des bandelettes urinaires (à LH) pour 6 

cycles 

- J0 + 3 cycles (pas de visite) :  

o Réception du calendrier n°1 et des tests urinaires de LH 

o Réalisation de bilans sanguins (ordonnance n° 3)  

o Réalisation des frottis buccaux (sous-groupe de 40 femmes) 

 

- J0 + 6 cycles (visite de fin d’étude) :  

o Réception du calendrier n°2 et des tests urinaires de LH 

o Prélèvement de cheveux (6 cm) (mesure de la progestérone et du cortisol par cm de 

cheveux, sachant que la pousse moyenne est de 1 cm par mois) 

 

La question des facteurs confondants 

 

 La disruption circadienne, notamment le travail posté / de nuit, a des effets négatifs sur 

le métabolisme et le stress. Or ses fonctions sont connues pour agir sur l’axe reproducteur. 

Aussi, il est important de considérer qu’une exposition chronique à des décalages de phase 

pourrait agir sur l’activité de reproduction via des altérations métaboliques ou du stress.  

 

Effet métabolique dans les modèles animaux 

De très nombreuses études ont démontré un sur-risque de développer un surpoids ou 

une obésité chez l’humain  en cas de travail posté / de nuit (Rosa et al. 1990)(Rosmond, Lapidus, 

and Björntorp 1996). Les fonctions métaboliques et reproductrices sont étroitement liées et il 

existe des interactions fortes entre ces deux systèmes qui sont indispensables à la survie des 

espèces. De nombreux travaux ont mis en évidence l’existence d’interactions entre l’axe 

reproducteur et l’activité métabolique à plusieurs niveaux (organe, hormone, cellule, gène). 

L’exemple des souris ob/ob, déficientes en leptine, qui ont non seulement un phénotype obèse 

mais aussi infertile illustre bien cette étroite interaction. En effet, l’administration de leptine 
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chez ses souris ob/ob, permet d’induire une puberté et de rétablir la fonctionnalité de l’axe 

reproducteur (Mounzih, Lu, and Chehab 1997). Par ailleurs, le niveau d’expression d’ARNm 

KISS1 chez les souris ob/ob déficient en leptine est faible, et l’ARNm KISS1 augmente après 

traitement par leptine (Smith et al. 2006). Puisque la présence de récepteurs à la leptine dans 

les neurones à Kp (Smith et al. 2006)(Louis et al. 2011) est controversée et qu’ils sont absents 

dans les neurones à GnRH des intermédiaires ont été recherchés. Ces intermédiaires pourraient 

être les neurones à neuropeptides Y et à pro-opiomélanocortine (POMC) des noyaux ventraux 

prémamillaire (VPM). En effet, les neurones à neuropeptide Y projettent sur les neurones à Kp, 

ils permettraient de faire la relation entre les axes gonadotrope et métabolique.  Cependant, une 

puberté et une fertilité normale sont observées chez des souris avec délétion des récepteurs de 

leptine au niveau des neurones à Kp hypothalamique (Donato et al. 2011).  

Dans ce contexte, nous avons suivi le poids dans nos deux groupes de souris Contrôle 

(n=9) et déphasage chronique (n=9). Avant et après la période de manipulation les poids des 

souris de ces deux groupes sont comparables, cependant le poids des souris en déphasage 

chronique, semble avoir augmenté plus rapidement que celui des souris contrôle (Figure 31) 

Ces résultats sont préliminaires et aucune analyse statistique n’a été réalisé car les conditions 

expérimentales de ces 2 groupes n’étaient pas comparable (les manipulations et les 

prélèvements sanguins ayant été plus nombreux dans le groupe de souris en déphasage 

chroniques).   

 
Figure 31 : Évolution du poids dans un groupe contrôle de souris (n=9) soumises à un cycle LD 12/12 stable et un groupe 

de souris soumises à un déphasage chronique (avance de phase de 10h durant 3 jours, puis retard de phase de 10h 

durant 4 jours, n=9). 
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Stress  

Le cortisol est une hormone très représentative de la rythmicité circadienne chez 

l’humain car elle présente un pic très marqué en fin de période de repos / début de période 

d’activité. L’existence d’un impact du travail posté/de nuit sur le cortisol (chez l’humain) ou la 

corticostérone (chez les rongeurs) est bien documenté (Goichot et al. 1998)(Weibel and 

Brandenberger 2002)(Oster 2010)(Gumenyuk et al. 2014)(Ulhôa et al. 2015). Par exemple, 

chez l’humain, 2 jours consécutifs de changement du cycle lumière/obscurité sont suffisants 

pour affecter la sécrétion journalière du cortisol circulant (Goichot et al. 1998) et chez des 

hommes en travail posté chronique (depuis 7 ans) le taux moyen mensuel de cortisol au niveau 

de cheveux est augmenté de 2 fois comparativement à des travailleurs de jour, cette 

augmentation étant d’autant importante que les sujets étaient jeunes (Manenschijn et al. 2011). 

De nombreuses études chez l’humain et chez le rongeur ont montré l’augmentation du taux 

moyen du cortisol pourrait être un des mécanismes centraux impliqués dans le blocage de l’axe 

gonadotrope en cas de déphasage chronique via l’inhibition des neurones à Kp de l’AVPV  

rapporté chez le rongeur femelle (Takumi et al. 2012)(Luo et al. 2015)(Whirledge and 

Cidlowski 2013)(Figure 32).  

 
Figure 32 : Le rôle des glucocorticoïdes dans les tissus de l'appareil reproducteur chez l’humain. Le schéma 

représente plusieurs rôles mis en évidence par les glucocorticoïdes (exposition exogène ou induite par le stress) 

dans les principaux organes de l'appareil reproducteur. Les glucocorticoïdes induisent des effets à la fois répressifs 

(flèches vers le bas) et améliorants (flèches vers le haut). D’après (Whirledge and Cidlowski 2013). 
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Un protocole expérimental pourrait consister à analyser la production de corticostérone dans 

notre modèle de souris femelle en déphasage chronique. L’analyse de la sécrétion de 

corticostérone sanguine à l’interface fin de la période d’activité / début de la période de repos 

associée une mesure de la corticostérone moyenne au niveau du pelage permettrait d’évaluer 

l’existence de changement de la corticostérone avec l’exposition au décalage chronique comme 

cela a été montré chez l’humain. Le cas échéant, il serait intéressant de corréler les 

modifications de la sécrétion du cortisol dans un contexte de déphasage chronique à l’activité 

des neurones à Kp de l’APVP (via la mesure de cFOS).  

 

VII. Conclusion générale  
 

 

En conclusion, mes travaux montrent qu’une avance ou un retard de phase unique 

perturbe peu le cycle reproducteur des souris femelles jeunes tandis qu’un décalage chronique 

altère fortement à la fois la régularité des cycles estriens, la sécrétion préovulatoire de LH et la 

fertilité. Ces données fondamentales démontrent un impact négatif de la perturbation chronique 

des cycles journaliers sur l'axe reproducteur des souris femelles. Les mécanismes impliqués 

restent encore à déterminer, et sont multifactoriels : (1) altération des horloges centrales et/ou 

périphériques ; (2) altération de la  neurotransmission centrale ; (3) altération de l’activité des 

neurones à Kp (4) ; effets indirects des anomalies métaboliques ou du stress induits par le 

décalage chronique.  

Une extrapolation de nos données fondamentales chez la femme, notamment dans un contexte 

de travail posté, est à l’heure actuelle prématurée. Cependant, au vu de nos résultats, une étude 

prospective chez la femme est indispensable. 
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Perturbation de la rythmicité 
circadienne : Impact sur la fonction 

reproductive de souris femelles 
 

 

 

Résumé 
Chez les mammifères femelles, la fonction reproductive dépend à la fois d’une horloge biologique 
synchronisée par le cycle lumière/obscurité et par un équilibre entre le rétrocontrôle négatif et positif 
des œstrogènes, dont les concentrations varient en fonction de la maturation folliculaire. Chez les 
femmes, un nombre croissant d’études signalent un impact négatif des environnements 
chronodisruptifs, comme le travail posté / de nuit, sur la fertilité. Les objectifs de mon travail étaient 
d’étudier les effets d’un décalage de phase unique ou chronique sur les cycles reproducteurs de souris 
(C57BL/6J) femelles adultes. Dans ce but j’ai 1) mis au point un modèle de suivi longitudinal (sur 
plusieurs mois) de la sécrétion de LH le jour du proestrus sur des individus uniques ; 2) analysé les 
effets d’une avance ou d’un retard de phase unique (10h) sur les cycles estriens et l’occurrence du pic 
préovulatoire de LH ; 3) analysé les effets d’avance/retard de phases chroniques (jusqu’à 9 mois) sur 
les cycles estriens, le pic préovulatoire de LH et la fertilité ; 4) mis au point d’injection intra-cérébro-
ventriculaire (ICV) de peptides associée au suivi individuel de LH afin de proposer des méthodes de 
resynchronisation du pic préovulatoire de LH chez des souris soumises à des déphasages. Mes travaux 
montrent qu’une avance ou un retard de phase unique perturbe peu le cycle reproducteur des souris 
femelles jeunes tandis qu’un décalage chronique altère fortement à la fois la régularité des cycles 
estriens, la sécrétion préovulatoire de LH et la fertilité. Ces données fondamentales démontrent un 
impact négatif de la perturbation chronique des cycles journaliers sur l'axe reproducteur des souris 
femelles. Une extrapolation de nos données fondamentales chez la femme, notamment dans un 
contexte de travail posté, est à l’heure actuelle prématurée. Cependant, au vu de nos résultats, une 
étude prospective chez la femme est indispensable. 

 
Résumé en anglais 

In female mammals, cycles in reproductive function depend on both a biological clock synchronized to 
the light/dark cycle, and a balance between the negative and positive feedbacks of estradiol which 
concentration varies during ovary maturation. In women, studies report that chronodisruptive 
environments, notably those experienced in shiftwork conditions, may impair fertility and gestational 
success. The objective of this study was to explore, in female mice, the effects of shifted light/dark cycles 
on both the robustness of the estrous cycles and the timing of the preovulatory luteinizing hormone (LH) 
surge, two hallmarks of mammalian reproductive health. When mice were exposed to a single 10 h-
phase advance or 10 h-phase delay, the occurrence and timing of the LH surge and estrous cyclicity 
were recovered at the third estrous cycle. By contrast, when mice were exposed to a chronic shift 
(successive rotations of 10 h-phase advance for 3 days followed by 10 h-phase delay for 4 days), they 
exhibited a severely impaired reproductive activity. Most mice had no preovulatory LH surge already at 
the beginning of the chronic shift. Furthermore, the gestational success of mice exposed to a chronic 
shift was reduced since the number of pups was two times lower in shifted as compared to control mice. 
In conclusion, this study reports that female mice exposure to a single-phase shift has minor 
reproductive effects whereas exposure to chronically disrupted light/dark cycles markedly impairs the 
preovulatory LH surge occurrence, leading to reduced fertility.  


