So .

A399%.
Aed
UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNOLOGIES DE LILLE
UFR de Biologie
Numéro d’ordre: 2514
THESE

Présentée a I’Université de Lille I
pour P’obtention du grade de
DOCTEUR DE L’UNIVERSITE EN SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE

Option : Neurosciences

Par

Vincent PREVOT

ETUDE SUR LA MODULATION DE LA SECRETION DE GnRH DANS LA
ZONE EXTERNE DE L’EMINENCE MEDIANE : IMPLICATION D’UNE
PLASTICITE STEROiDO-DEPENDANTE ET ROLE DU
MONOXYDE D’AZOTE.

Soutenue le 26 avril 1999, devant le Jury composé de :

Président : Monsieur le Professeur Jean-Paul DUPOUY

Rapporteurs : Madame le Docteur Marie-Laure KOTTLER
Monsieur le Professeur Gérard TRAMU

Examinateur : Monsieur le Docteur William ROSTENE

Directeur de thése : Monsieur le Docteur Jean-Claude BEAUVILLAIN



a mes Parents,

sans I’aide de qui rien n’aurait été possible.



a Carine

a Sophie

a Stéphane



J’exprime tous mes remerciements a :

Madame le Docteur Marie-Laure Kottler et Monsieur le Professeur Gérard Tramu
qui m’ont fait ’honneur d’étre les rapporteurs de ce travail. Ils ont consacré leur temps,

que je sais précieux, a sa critique et a son évaluation.

Monsieur le Docteur William Rosténe pour sa présence en tant qu’examinateur.
Qu’il trouve ici le témoignage de ma reconnaissance pour avoir accepté de juger cette

these.
Monsieur le Professeur Jean-Paul Dupouy pour avoir accepté de présider ce jury.

Monsieur le Docteur Jean Claude Beauvillain qui m’a accueilli voila déja quatre
ans dans son laboratoire. Je tiens a lui exprimer toute ma reconnaissance, non seulement
pour avoir encadré de maniere remarquable mon travail de thése, mais aussi pour m’avoir
écouté et aidé aussi bien sur le plan professionnel que personnel. Je le remercie pour
m’avoir toujours encouragé et m’avoir appris le métier de chercheur. Jean-Claude, ce fut

un réel plaisir de travailler sous votre direction. Merci.

Je tiens a remercier vivement :

Madame le Docteur Dominique Croix avec qui cela a été un réel plaisir de
travailler pendant ces quatre années. Je tiens a rendre hommage a son enthousiasme et &
son dynamisme. Nous avons travaillé ensemble avec une grande complicité. Dominique,

je te remercie de la confiance que tu as bien voulu placer en moi et pour ton amitié.

Doctor George B. Stefano with whom it was a great honor to collaborate. George,
working with you was fascinating. I thank you for the enthusiasm you communicated to

me, as you say ‘Research is Rock’n Roll’. I have learnt a lot with you. Thanks a lot.



Madame le Docteur Valérie Mitchell qui m’a enseigné avec beaucoup de patience

la technique d’hybridation in situ, et avec qui j’ai passé des congreés mémoriaux.

Monsieur Sébastien Bouret qui lors de ces deux derniéres années m’a beaucoup

aidé, et avec qui j’ai pu partager ma passion pour la recherche. J’ai trouvé 1a un ami.

Madame Soizic Dutoit pour I’aide précieuse qu’elle ma apportée dans la
réalisation d’une partie de ce travail, et je rend hommage a sa grande compétence

technique.

Je remercie également :

Monsieur le Docteur Guy Naulleau, herpétologue de renom, pour m’avoir
communiqué trés jeune sa passion pour la recherche scientifique, et m’avoir accueilli en

stage dans son équipe lors de mes premieres années d’études.

Monsieur le Professeur Michel Thérisod et Madame le Docteur Héléne Thérisod

pour leur amitié, pour 1’attention qu’ils ont portée au déroulement de mes études.

Monsieur le Docteur Luc Buée pour sa grande disponibilite, ses précieux conseils
et les nombreuses conversations scientifiques riches en enseignements que nous avons

partagées.

Madame le Docteur Maryvonne Warembourg, et Messieurs les Docteurs Pierre
Poulain et Bernard Carette, pour I’aide qu’ils m’ont apportée a plusieurs reprises lors de

ce travail de thése.

Mesdames Dani¢le Leroy et Laurence Dufourny pour les nombreux conseils

techniques dont elles m’ont fait bénéficier.



Mesdames Christine Kubisiak et Joélle Vermeeren pour 1’aide qu’elle m’ont

apportée dans la préparation des tampons pour I’hybridation in situ.

Monsieur Daniel Duvieubourg pour sa bonne volonté et son travail admirable

d’animalier.



Ce travail a été réalisé a ’Unité 422 INSERM, laboratoire de Neuroendocrinologie et
physiopathologie neuronale, et a donné lieu aux publications et communications

suivantes ;

Articles

Publiés :
= Prevot V., Croix D., Rialas CM., Poulain P., Fricchione GL., Stefano GB.,

Beauvillain J-C. (1999) Estradiol Coupling to Endothelial Nitric Oxide Stimulates
GnRH Release from Rat Median Eminence via a Membrane Receptor.
Endocrinology 140:652-659.

- Prevot V., Dutoit S., Croix D., Tramu G., Beauvillain J-C. (1998) Semi-quantitative
ultrastructural analysis of the localization and neuropeptide content of GnRH nerve
terminals in the median eminence throughout the estrous cycle of the rat.
Neuroscience 84:177-191.

- Prevot V., Rialas C., Croix D., Salzet M., Dupouy J-P., Poulain P., Beauvillain J-C.,
Stefano G. (1998) Morphine and anandamide coupling to nitric oxide stimulates
GnRH and CRF release from rat median eminence : neurovascular regulation. Brain

Research 790:236-244.

Soumis :

- Prevot V., Croix D., Bouret S, Dutoit S., Tramu G., Stefano GB., Beauvillain J-C.
Definitive evidence for the existence of plasticity in the external zone of the median
eminence during the rat estrous cycle: implication of neuro-glio-endothelial
interactions in the GnRH release Soumis..

- Prevot V., Bouret S., Croix D., Takumi T., Jennes L., Mitchell V., Beauvillain JC.
Evidence that members of the TGFP superfamily might play a key role in the
regulation of the GnRH neuroendocrine axis: expression of the type 1 serine-
threonine kinase receptor for TGFP and activin in GnRH neurons and in associated

hypothalamic areas of the female rat. Soumis.



Symposium

- Prevot V. Implications du monoxyde d’azote (NO) dans les régulations
neuroendocriniennes. Conférence sur invitation. Mini-symposium sur le NO organisé

dans le cadre de Medlil, Lille, France, mars 1999.

- Prevot V., Croix D., Mitchell V., Beauvillain J-C. Bases morpho-physiologiques de
I’existence d’une plasticité pour les terminaisons a GnRH de la zone externe de
I’éminence médiane. Conférence sur invitation. 27¢me Colloque de la Société de

Neuroendocrinologie Expérimentale, Lille, France, septembre 1998.

Communications Orales

En Anglais :

- Prevot V., Salzet M., Croix D., Poulain P., Dupouy J-P., Ralias C. M., Stefano G.
B., Beauvillain J-C. Nitric oxide-induced LHRH secretion in median eminence
implicates endothelial cells and p3 receptor. lére Journée Scientifique du Réseau

LARC-Neuroscience, Mont-Saint-Aignant, France, octobre 1997.
En Francgais :
- Prévot V., Dutoit S., Croix D., Beauvillain J-C. Etude morphofonctionnelle de la

liberation de la gonadoliberine (GnRH) au cours du cycle oestral chez la rate.

Colloque ULB-Lille, Bruxelles, Belgique, janvier 1997.

Communications affichées

- Prevot V., Croix D., Rialas CM., Fricchione GL., Stefano GB., Beauvillain J-C.
Estradiol Coupling to Endothelial Nitric Oxide Stimulates GnRH Release from Rat



Median Eminence via a Membrane Receptor. 28" Annual Meeting of the Society
for Neuroscience, Los Angeles, Novembre 1998. Soc Neurosc Abstr. 24:1382.
Prevot V., Croix D., Ralias C. M., Mortreux G., Stefano G. B., Beauvillain J-C.
Mise en évidence que la stimulation des récepteurs p; et CB1 entraine une libération
de GnRH et de CRF dans I’éminence médiane de rat par une voie de transduction
impliquant le NO d’origine endothéliale : régulation neurovasculaire. Séme forum
pluridisciplinaire du club NO, Paris, France, mars 1998.

Prévot V., Dutoit S., Croix D., Beauvillain J-C. Etude morphofonctionnelle de la
liberation de la gonadoliberine (GnRH) au cours du cycle oestral chez la rate.
XXVeme Colloque de la Société de Neuroendocrinologie Expérimentale, Strasbourg,

France, septembre 1996.



SOMMAIRE



Introduction

I. Etat des connaissances sur la régulation du systéme a gonadolibérine (GnRH)
I.1. Découverte de la GnRH
I.2. Neuroanatomie du systeme a GnRH
Immunohistochimie
Hybridation in situ
L.3. Physiologie du systéme a GnRH
Mode de sécrétion de la GnRH

a- Définition de ce qu’est une neurohormone

b- La GnRH est une neurohormone dont la sécrétion est cyclique chez la femelle p5

c- La sécrétion de GnRH est pulsatile chez la femelle et le mdle
d- Mode de sécrétion de la GnRH chez le mouton et les primates
Modulation de la sécrétion de la GnRH par les stéroides gonadiques

Modulation de Pexpression de ’ARNm de la GnRH, et de celui d’autres
facteurs exprimés dans les neurones 8 GnRH, au cours du cycle estral

Mode d’action des stéroides gonadiques sur la régulation de I’activité des
neurones 2 GnRH

Population neuronales non-GnRH impliquées dans la régulation de
Pactivité des neurones 8 GnRH

a- Les neurones peptidergiques
- Les peptides stimulateurs
Neuropeptide Y.
Galanine.
Neurotensine.
- Les peptides inhibiteurs
Peptides opioides.

Tachykinines.

po
p6

p7

p8

pll

pl2
pl2
pl2
pl2
pl13
pl4
pl5
pl5

pl7



b- Les catécholamines
Dopamine.
Noradrénaline.
c- Les acides aminés excitateurs
d- Le GABA
e- Les neurones synthétisant le monoxyde d’azote (NO)
Interactions neuro-gliales et systéme 38 GnRH
a- Facteurs de croissance gliaux

b- Plasticité neurogliale

I1. Généralités sur ’éminence médiane

I1.1. Anatomie de I’éminence médiane

I1.2. Distribution des fibres et des terminaisons du systéme & GnRH

I1.3. Mise en évidence de régulations paracrines et/ou autocrines dans la zone

externe de I’éminence médiane

I1.4. Régulations de la libération de GnRH au niveau de I’éminence médiane

Mode de sécrétion in vitro
Sécrétion basale de GnRH.
Modulation de la sécrétion basale de GnRH par les stéroides gonadiques.

Régulation de la sécrétion de la GnRH au niveau des terminaisons
de la zone externe de ’éminence médiane par des facteurs neuronaux

Implication de la GnRH dans la régulation de sa propre sécrétion.
Implication des catécholamines dans la régulation de la libération de GnRH.

Implication des acides aminés excitateurs dans la régulation de la libération
de GnRH.

Implication du GABA

pl8
P18
P18
pl9
p21
p22
p24
p24

p26

p27
p27

p28

p30

p31
p31
p31

p33

p35
p35

p36

p37

p38



Régulation de la sécrétion in vitro de GnRH par les neuropeptides
stimulateurs et inhibiteurs

a- Les neuropeptides stimulateurs
NPY.

Galanine.

Neurotensine.

b- Les neuropeptides inhibiteurs
Peptides opioides.

Tachykinines.

Corticolibérine (CRF).

Régulation de la sécrétion de GnRH in vitro par les facteurs de croissance
d’origine centrale ou périphérique

Les TGFs.
Les IGFs.
Régulation de la libération de GnRH in vitro par la leptine

Régulation de la libération de GuRH au niveau de I’éminence médiane
par le NO

I1.5. Notion de plasticité neuro-gliale dans I’éminence médiane

11.6. Conclusion

Objectifs

Résultats

I. Mise en évidence d’une plasticité morphologique stéroido-dépendante
de la zone externe de léminence médiane

Article 1.
Article 2.

Résumé des résultats des articles 1 et 2

p39
p39
p39
p40
p4l
p4l
p41
p42.

p42

p42
p42
P44

p44

P44
p45s

p47

p48

p49

p49
p51
p66

p89



I1. Expression d’un récepteur sérine-thréonine kinase au TGFp et a ’activine
dans les neurones a GnRH, les tanycytes et les capillaires porte

Article 3.
Résumé des résultats de Particle 3

I1IL. Implication du NO dans la modulation de la sécrétion de GnRH dans
la Zone externe de I’éminence médiane

II1.1. Libération de GnRH induite par 1a morphine et I’anandamide via I’activation
des récepteurs p3 et CB1 et la sécrétion de NO : implication de 1’endothélium ?

Article 4.
Résumé des résultats de 1’article 4

I11.2. Libération de GnRH induite par I’cestradiol via ’activation d’un récepteur
membranaire et la sécrétion de NO d’origine endothéliale

Article 5.

Résumé des résultats de article 5

Discussion

I. Sécrétion de GnRH et plasticité

ILA. La sécrétion de GnRH est au cours du cycle cestral, sous la dépendance
d’une plasticité morphologique de la zone externe de I’éminence médiane

L.B. Activine et/ou TGFB; médiateurs de plasticité ?

II. Modulation de la sécrétion de GnRH dans I’éminence médiane

I1.A. Variation du contenu des terminaisons a GnRH en décapeptide au cours
du cycle cestral

I1.B. Implication du NO dans la modulation de la libération de GnRH au niveau de
I’éminence médiane

Conclusion

Bibliographie

po1
p93

p97

p98

p98
pl100

pl09

pl10
plll

pl19

p120

p120

p120
pl25

pl127

pl27

pl131

p136

p139



INTRODUCTION



Introduction

I Etat des connaissances sur la régulation du systéme a gonadolibérine (GnRH)

La GnRH est une neurohormonre synthétisée dans les corps cellulaires de neurones
distribués de maniére diffuse dans 1’aire préoptique et 1’hypothalamus. Ce neuropeptide est
sécrété par des terminaisons neuroendocriniennes localisées dans 1’éminence médiane. Une
fois sécrétée, la GnRH entre dans les vaisseaux portes hypophysaires, et est transportée vers
I’hypophyse antérieure, ou elle module la synthése et la libération des gonadotrophines, LH
(hormone lutéinisante) et FSH (hormone folliculostimulante), indispensables pour le bon

déroulement de la gamétogénese et la survenue de 1’ovulation.

I.1. Découverte de la GnRH

En 1960, Mc Cann et al. montrent que ’hypothalamus de rat contient une substance
capable de stimuler la libération de LH par ’antéhypophyse. A 1’aide de dosages
biologiques, Mc Cann (1962) localise cette substance dans 1’aire préoptique, 1’aire
suprachiasmatique, I’éminence médiane et le noyau arqué. Les laboratoires de Guillemin et
de Schally isolent, en 1971, ce facteur hypophysiotrope capable de stimuler la libération de
LH et déterminent qu’il s’agit d’un décapeptide de séquence pyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-
Leu-Arg-Pro-Gly.NH,, qu’ils nomment ‘‘Luteinizing Hormone Releasing Hormone’’ ou
LHRH (Amos et al, 1971 ; Schally et al, 1971); par la suite, ce neuropeptide portera
différentes dénominations, dont ‘‘Gonadotropin Releasing Factor’> ou LRF et
‘‘Gonadotropin Releasing Hormone’” ou GnRH. La synthése de ce neuropeptide (Matsuo et
al., 1971 ; Monahan et al., 1971 ; Sievertsson et al., 1971) a permis 1’élaboration d’anticorps
spécifiques de cette molécule et la caractérisation immunohistochimique du systéme (voir
pour revue, Barry 1979 ; Knigge et al., 1980). En 1991, un variant post-traductionnel de la
GnRH a été isolé a partir d’hypothalamus de plusieurs mammiferes par Gautron et al. : la

[hydroxyproline’]GnRH ([hyp’]GnRH). La stimulation par ce variant de la sécrétion des



hormones gonadotropes (LH et FSH) par I’antéhypophyse (Gautron ef al., 1992), est moins
efficace que celle induite par la GnRH, cependant I'[hyp’]GnRH pourrait jouer un réle
majeur pendant la gestation en stimulant la sécrétion de 1’hCG placentaire (Currie et al.,
1992). En outre, chez le feetus 1’[hyp9]GnRH constitue 85% de I’immunoréactivité totale
““GnRH-like’” de I’hypothalamus (Gautron et al., 1991). Par ailleurs, le catabolisme de
I’[hyp’]GnRH entraine la production de fragments C-terminaux dont la demi-vie est
supérieure a celle des fragments C-terminaux issus du clivage de la GnRH (Gautron et al.,
1993). Ces fragments sont retrouvés en quantités importantes dans les structures
hypothalamiques et extra-hypothalamiques (bulbe olfactif et hippocampe) ; leur fonction est
inconnue.

Une douzaine d’isoformes de la GnRH sont connues chez les vertébrés ; toutes sont
des décapeptides qui ont conservé entre 10 et S0 % d’homologie avec la premiere forme de
GnRH découverte (Sherwood ef al., 1993). L’une de ces isoformes, la [His®, Trp’, Tyr"]
GnRH, nommée GnRH-II, isolée au départ dans le cerveau de poulet (Miyiamoto et al.,
1984) est une forme de GnRH trés conservée au cours de 1’évolution qui est apparue il y a
plus de 500 millions d’années chez les premieres espéces métamériques (King et al., 1994) et
est détectée dans le cerveau de la plupart des classes de vertébrés. La présence de ce
décapeptide chez les mammiferes placentaires n’a été détectée que tres récemment (Lescheid
et al., 1997 ; White et al., 1998 ; Chen et al., 1998) mais sa fonction reste inconnue. A en
juger par la haute conservation de ce neuropeptide au cours de 1’évolution, sa fonction
pourrait s’avérer capitale.

Le géne codant pour la GnRH a été localisé sur un simple locus du chromosome 8
chez I’homme (Yang-Feng et al., 1986) et sur le chromosome 14 chez la souris (Williamson
et al., 1991). La caractérisation de I’ADNc du géne codant pour la GnRH par Seeburg et
Adelman en 1984 a permis de montrer que le décapeptide était issu de la modification post-
traductionnelle d’une molécule précurseur appelée préproGnRH. La préproGnRH est une
molécule de 92 acides aminés, au sein de laquelle le décapeptide GnRH est précédé d’un
peptide signal de 23 acides aminés et suivi par une séquence Gly-Lys-Arg nécessaire au
processus de protéolyse et a I’amidation en carboxyterminal de la GnRH (Seeburg et

Adelman, 1984). La séquence de 56 acides aminés restante a été dénommée ‘‘GnRH



associated peptide’” (GAP). Ce peptide s’est révélé &tre un trés puissant inhibiteur de la

sécrétion de prolactine (Nickolics et al., 1985).

1.2. Neuroanatomie du systéme a GnRH

Immunohistochimie

Léonardelli et al. (1973) sont les premiers & montrer, par immunofluorescence, la
localisation des fibres 8 GnRH dans le cerveau de rongeur et a déterminer que les axones des
neurones 2 GnRH se terminaient autour du plexus porte primaire de I’hypophyse. Grace a
I’utilisation de colchicine Barry, dés 1973 (a,b), localise les corps cellulaires des neurones a
GnRH chez le cobaye. Le nombre exact des neurones 8 GnRH dans les différentes espéces
n’a pu étre établi, avec certitude, que dans les années 80 suite & ’avénement de coupes
réalisées au vibratome. Ainsi, il a été déterminé que les neurones & GnRH constituaient une
treés petite population neuronale (environ 800 chez le hamster (Jennes et Stumpf, 1980), 1600
chez le rat (Wray et Hoffman, 1983), et 2400 chez le babouin (Marshall et Goldsmith,
1980) ; de plus la localisation de leur corps cellulaire est treés dispersée dans le cerveau
antérieur (pour revue voir Barry ef al, 1985). Chez le rat, la majorité des cellules
immunoréactives pour la GnRH est localisée dans les régions septales, préoptiques et
hypothalamiques, formant un continuum lache depuis les bandes diagonales de Broca en
passant par les noyaux septaux médian et triangulaire, 1’aire préoptique périventriculaire,
médiane et latérale, et les aires hypothalamiques antérieures. Quelques neurones 8 GnRH
sont localisés dans les organes circumventriculaires, tels que 1’organe vasculaire de la lame
terminale (OVLT) et I’organe subfornical. Enfin, certains neurones 8 GnRH sont associés au
bulbe olfactif accessoire et a d’autres structures du bulbe, dont le nerf terminal. Les
premicres études immunohistochimiques du systéeme a GnRH ont par ailleurs permis de
definir avec précision la localisation des différents faisceaux de fibres se projetant des
structures antérieures jusqu’au site de sécrétion de la GnRH: I’éminence médiane
(Merchantaler ef al., 1980, 1984 ; Kawano et Daikoku, 1981 ; Hoffman et Gibbs, 1982 ; King
et al., 1982). Cependant la localisation précise des cellules & GnRH participant a cette



neurosécrétion n’a pu €tre établie qu’avec I'utilisation de traceurs rétrogrades qui ont été
injectés, soit directement au niveau de I’éminence médiane (Silverman et al., 1987), soit dans
la circulation générale (Jennes et Stumpf, 1986 ; Witkin, 1990). Ces études ont permis de
conclure qu’au moins 50 % des neurones & GnRH se projetaient vers I’éminence médiane et
que le corps cellulaire de ces neurones n’avaient pas de distribution particuliére (Silverman et
al., 1987). D’apres Witkin (1990), environ 90 % des neurones a GnRH se projetteraient vers
les organes circumventriculaires (éminence médiane, OVLT et organe subfornical), et cette
proportion ne varierait pas selon le sexe, ni selon 1’état physiologique de I’animal. Par
ailleurs, un certain nombre de neurones a GnRH se projettent dans diverses régions du
systéme nerveux central comme I’amygdale médiane (Leonardelli et Poulain, 1977 ; King et
al., 1982), et le cerveau moyen (Witkin et al., 1982 ; Merchantaler et al., 1984). Ainsi, la
GnRH pourrait jouer le role de neurotransmetteur et/ou de neuromodulateur dans le systéme

nerveux central.

Hybridation in situ

La combinaison d’une technique d’immunohistochimie pour détecter le décapeptide,
avec une technique d’hybridation irn situ pour détecter ’ARNm de la préproGnRH, a permis
a Ronnekliev et al. (1989) d’établir que le peptide et ’ARNm de la GnRH pouvaient étre le
plus souvent détectés dans les mémes cellules. Nous noterons que tous les neurones
immunoréactifs pour la GnRH ne contiennent pas des taux détectables d’ARNm de la GnRH,
et inversement, et ceci aussi bien chez les rats miles que chez les rats femelles. Cette étude
montre par ailleurs que la corrélation entre le nombre de neurones immunomarqués et le
nombre de neurones exprimant ’ARNm de la GnRH, sur une méme coupe, est plus forte
chez la femelle le jour du procestrus que chez le mile normal : ceci suggére que, le jour du
procestrus, la transcription du gene de la GnRH serait le plus souvent associée a la synthese

de sa protéine.



I.3. Physiologie du systeme a GnRH

Mode de sécrétion de la GnRH

a- Définition de ce qu’est une neurohormone

En 1972 Harris définit les “‘releasing factor’” hypothalamiques, ou neurohormones,
comme étant (a) des substances que ’on pouvait extraire a partir de fragments d’éminence
médiane, (b) des substances présentes dans le sang porte hypophysaire a des taux plus élevés
que dans la circulation générale, et (c) des substances dont les variations de concentrations
dans le sang porte étaient liées a la variation des taux de sécrétion de 1’une des hormones

antéhypophysaires, dans un certain nombre de conditions physiologiques ou expérimentales.

b- La GnRH est une neurohormone dont la sécrétion est cyclique chez la femelle

L’équipe de Schally montre que la GnRH stimule la libération de LH et de FSH chez
toutes les especes étudiées, dont ’homme (pour revue voir Schally 1978). Fink et Jameison
(1976) montrent que la stimulation électrique de ’aire préoptique, connue pour stimuler la
sécrétion de LH par 'hypophyse (Fink et Aiyer, 1974), accroit de maniére significative les
taux de GnRH dans le sang porte hypophysaire chez le rat, et ce, aussi bien chez le méle que
chez la femelle. De plus, ces auteurs montrent que les concentrations en GnRH du sang porte
sont significativement supérieures a celles mesurées dans le sang prélevé dans la veine
jugulaire. Enfin, en 1976, Sarkar et al. montrent, chez le rat, que le pic préovulatoire de LH
est précédé un une sécrétion massive de GnRH dans le sang porte hypophysaire, le soir du
procestrus. Les études ultérieures ont mis en évidence que ’accroissement des taux
d’cestradiol plasmatiques entre le soir du dicestrus et 1’aprés-midi du procestrus était le
principal facteur responsable de la survenue du pic préovulatoire de GnRH 1’aprés-midi du
procestrus (Fink et al., 1977). La corrélation directe entre le pic de GnRH survenant le soir du
procestrus dans le sang porte hypophysaire, et les pics préovulatoires de LH et de FSH dans
la circulation générale des mémes animaux, n’a été établie de maniére définitive, chez le rat,

qu’en 1982 par I’étude de Ching et celle de Levine et Ramirez.



c- La sécrétion de la GnRH est pulsatile chez la femelle et chez le male

Levine et Ramirez (1982) ont démontré, chez la rate non anesthésiée, a ’aide
d’une technique de push pull cannula, que la sécrétion de GnRH dans le sang porte était
pulsatile, et que la survenue du pic préovulatoire de GnRH était due a une augmentation
de I’amplitude des pulses et non de leur fréquence. Cette sécrétion pulsatile de la GnRH
chez la rate a été confirmée par différents auteurs (Park et Ramirez, 1989 ; Sarkar et
Minami, 1995). Par ailleurs, il a été montré chez le rat male, par 1’utilisation de la méme
technique, que la sécrétion de la GnRH dans le sang porte était elle aussi pulsatile (Steiner
et al., 1982 ;Dluzen et Ramirez, 1987 ; Levine et Duffy, 1988 ; Phelps et al., 1992).
Levine et Duffy montrent en 1988, qu’une libération pulsatile de LH est corrélée dans le
temps a la libération pulsatile de GnRH chez le male. Ainsi, a la fin des années 80, il est
définitivement établi que la libération pulsatile de GnRH est la condition neurohumorale
déterminante permettant la sécrétion pulsatile de LH chez les rats méles et femelles. A
I’opposé, il apparait aussi bien chez le male (Levine et Duffy, 1988), que chez la femelle
(De Paolo, 1985), que la sécrétion de FSH est beaucoup moins dépendante que la LH de
la sécrétion pulsatile de la GnRH. La GnRH semblerait en effet controler la sécrétion

basale de FSH, mais pas la pulsatilité de sa sécrétion.

d- Mode de sécrétion de la GnRH chez le mouton et les primates

Cette pulsatilité de la libération de GnRH, contrélant la sécrétion pulsatile de LH,
se retrouve dans d’autres especes. Des études entreprises chez le mouton (Clarke et al.,
1985 ; Moenter et al., 1990, 1991 ; Clarke, 1993) et le singe (Levine et al., 1985 ; Xia et
al., 1992 ; Chongthammakun et Terasawa, 1993 ; Pau et al., 1993) montrent que le pic
préovulatoire de LH, ainsi que le pic de LH induit par les ocestrogenes, étaient
accompagnés d’un accroissement de la libération pulsatile de GnRH. Chez le mouton, la
fréquence des pulses de GnRH augmente pendant le pic de LH, mais pas leur amplitude
(Caraty et al., 1989 ; Clarke, 1993) ; en revanche, chez le singe, a la fois ’amplitude et la
fréquence des pulses de GnRH augmentent (Xia et al, 1992 ; Chongthammakun et
Terasawa, 1993 ; Pau et al., 1993).
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Modulation de la sécrétion de la GnRH par les stéroides gonadiques

Chez la femelle les cestrogénes semblent €tre les déterminants majeurs pour le
fonctionnement du systtme & GnRH (Figure 1.). Les cestrogénes véhiculent la rétroaction
homéostatique classique des gonades vers le cerveau, et s’averent étre des facteurs critiques
contrélant 1’activité de biosynthése et le mode de sécrétion du systtme a GnRH. Pendant la
plus grande partie du cycle cestral, les cestrogénes jouent le rdle de frein pour la sécrétion de
LH, a travers ce qui est appelé une ‘‘rétroaction négative’’. Dans la plupart des espéces, cette
action négative de I’cestradiol sur la sécrétion de LH passe par une inhibition de la sécrétion
de GnRH (Caraty et al., 1989 ; Sarkar et Fink, 1980 ; Chongthammakun et Terasawa, 1993 ;
Evans et al., 1994), mais implique aussi une forte action des cestrogénes sur les cellules
gonadotropes hypophysaires (pour revur voir Shupnik, 1996). La “‘rétroaction positive’” des
aestrogénes sur les neurones & GnRH et sur les cellules gonadotropes hypophysaires est,
quant a elle, a I’origine de la survenue du pic préovulatoire de LH. Il est a I’heure actuelle
admis, chez plusieurs espéces, que les cestrogénes sont de puissants stimulateurs de la
sécrétion de GnRH par les terminaisons de 1’éminence médiane lors de 1’initiation du pic de
LH (Sarkar et al., 1976 ; Ching, 1982 ; Caraty et al., 1989 ; Moenter et al., 1990 ; Pau et al.,
1993 ; Xia et al., 1992 ; Levine et al., 1985 ; Clarke, 1993 ; Evans et al., 1995). 1l est tout
particulierement important de noter que chez le rat, le mouton et les primates, la survenue du
pic de GnRH n’est possible que si le syst¢tme 2 GnRH a été exposé pendant une période
d’environ 15 h a des concentrations relativement élevées d’cestrogenes (Moenter et al.,
1990 ; Sarkar et Fink, 1980 ; Xia ef al., 1992). Il semble en effet qu’une exposition prolongée
a de forts taux d’cestrogénes soit indispensable pour la mise en place des systémes neuronaux
responsables de la genése du pic préovulatoire de GnRH ; en revanche, lors du pic lui méme,
la présence d’cestrogeénes ne semble pas étre une condition nécessaire a sa survenue (Evans et
al., 1997). Nous noterons aussi que, contrairement au mouton et au singe chez qui les
cestrogénes se suffisent & eux mémes pour engendrer un pic de GnRH/LH normal, chez la
rate, la présence de progestérone est indispensable pour la survenue du pic préovulatoire de
GnRH/LH (voir Kalra, 1993). La progestérone serait 1’élément déclenchant de la libération

de la GnRH au niveau des terminaisons neuroendocrines de 1’éminence médiane (voir Kalra,



1993). Etant donné que les cestrogeénes sont indispensables pour I’induction de la synthése
des récepteurs a la progestérone, il est vraisemblable que les cestrogénes et la progestérone
exercent un effet synergique sur le systtme a GnRH immédiatement avant, ou pendant la
survenue du pic préovulatoire de GnRH chez le rat (voir Levine, 1997). Apres le pic, chez le
rat, comme chez les autres especes, la progestérone a un effet inhibiteur sur la sécrétion de

GnRH (voir Kalra, 1993).

Chez le rat madle la testostérone est ’hormone stéroidienne responsable de la
rétroaction exercée par les gonades sur le cerveau. La testostérone est supposée réguler
négativement la sécrétion de GnRH afin de maintenir un mode de sécrétion basal de LH,

nécessaire a une fonction testiculaire optimale (voir Kalra et Kalra, 1989).

Modulation de I’expression de ’ARNm de la GnRH, et de celui d’autres facteurs

exprimés dans les neurones 4 GnRH, au cours du cycle estral

Plusieurs études ont été menées afin de déterminer si 1’expression de ’ARNm de la
GnRH variait au cours du cycle cestral. Cependant, ces études ont presque toutes produit des
résultats contradictoires. D’apres Zoeller et Young (1988) les taux d’expression des ARNm
de la GnRH / cellule seraient a leur plus bas niveau, le matin du procestrus, puis 1’apres-midi,
ils augmenteraient d’un facteur deux, concomitamment avec la survenue du pic préovulatoire
de LH. Les taux des messagers resteraient ensuite élevés pendant les jours de ’cestrus et du
dicestrus I (Zoeller et Young, 1988). Parallelement, Park et al. (1990) ont trouvé un fort
accroissement du nombre de cellules exprimant ’ARNm de la GnRH I’aprés-midi du
procestrus. Les taux d’expression de ’ARNm de la GnRH / cellule n’a pas été quantifié, ce
qui limite les comparaisons entre les deux études (Zoeller et Young, 1988, Park et al., 1990) ;
néanmoins ces deux études montrent une augmentation de 1’expression du géne de la GnRH
le jour du procestrus, au moment du pic de LH. Une autre approche menée par Gore et Robert
(1995) met en évidence deux pics d’expression de ’ARNm de la GnRH pendant le cycle
cestral : 1'un survenant le jour du dicestrus II et I’autre 1’aprés-midi du procestrus. 11 est

Intéressant de noter que les auteurs ont parallélement détectés, le jour du procestrus, une



élévation du taux de transcrits primaires dans le noyau, traduisant une augmentation du taux
de transcription de ’ARNm de la GnRH. Ce phénomeéne n’a pas été retrouvé en dicestrus II,
suggérant que le pic d’ARNm observé ce jour 14, dans les cellules & GnRH, ne serait pas dii a
une augmentation du taux de transcription du geéne de la GnRH, mais a la mise en place de
phénomenes post-trancriptionnels conduisant & une augmentation de la stabilit¢ d’ARNm de
la GnRH (Gore and Roberts, 1995). L utilisation d’une technique de RT-PCR n’a pas permis
a Suzuki et al. (1995) de retrouver des résultats comparables a ceux de I’étude précédente. En
effet, ces auteurs rapportent que les taux d’ARNm de la GnRH ne varient pas les jours du
dicestrus I et I1, et qu’ils augmentent pour arriver & un pic de concentration & 11h le jour du
procestrus. L’aprés-midi du procestrus les taux d’ARNm de la GnRH chutent pour arriver a
des taux de base & 16h, puis augmentent de nouveau le soir méme, pour atteindre un nouveau
pic de concentration a 11h le jour de I’cestrus.

D’autres études, cependant, ne montrent ni de changement en nombre de cellules
exprimant ’ARNm de la GnRH, ni de variation du taux d’expression de ’ARNm de la
GnRH / cellule au cours du cycle cestral (Malik et al., 1991 ; Marks et al., 1993, 1994). Les
mémes périodes du cycle cestral ayant été analysées, la raison d’un tel désaccord n’est pas
claire.

Actuellement, I’étude de référence concernant la quantification de ’ARNm de la
GnRH au cours du cycle cestral apparait étre la publication de Porkka-Heiskanen et al.
(1994). Ce travail est particuliérement intéressant dans la mesure ou les auteurs répartissent
les neurones a GnRH en sous-populations selon leur localisation anatomique (bande
diagonale de Broca, aire préoptique rostrale / OVLT, aire préoptique médiane, aires
suprachiasmatique et hypothalamique antérieure). De cette fagon, ils montrent que le nombre
de cellules exprimant I’ARNm de la GnRH varie de maniére différente au cours du cycle
cestral selon la région considérée. En effet ces auteurs observent un nombre accru de cellules
exprimant I’ARNm de la GnRH a 12h le jour du procestrus dans ’aire préoptique médiane, et
a 18h au niveau de 1’aire préoptique rostrale / OVLT. Cependant aucune variation du taux
d’expression des ARNm de la GnRH / cellule n’a été observée.

Au vu de ’ensemble de ces résultats souvent contradictoires, 1’éventuelle rétroaction
positive des cestrogenes sur 1’expression de ’ARNm de la GnRH est difficile a établir. La

rétroaction positive des cestrogenes sur 1’activité des neurones a GnRH pourrait se traduire,



en plus d’une modification de I’expression de I’ARNm de la GnRH, par une augmentation de
la transcription d’autres genes exprimés dans les neurones a GnRH. Ces genes seraient
responsables de I’initiation des événements indispensables pour une sécrétion accrue de
GnRH pendant le pic préovulatoire ainsi que du rétablissement des stocks de GnRH ou de
produits d’autres génes apres la survenue du pic, comme le suggere ’expression des
protooncogeénes c-fos et c-jun dans les neurones 8 GnRH au moment de la survenue du pic
preovulatoire de GnRH (Finn et al., 1998 ; Lee et al., 1990, 1993 ; Rubin ef al., 1995 ; Wang
et al., 1995). D’apres les études de Bruder, Spauling et Wierman (1996) réalisées sur le
promoteur de la GnRH, la protéine Fos inhiberait la transcription du géne de la GnRH en
interagissant avec les facteurs de transcription qui sont responsables de 1’expression basale de
I’ARNm de la GnRH. Les auteurs émettent I’hypothése que cette compétition entre les
différents facteurs de transcription et 1’altération de leur activité pourrait constituer un
“‘cross-talk’’ susceptible d’étre a I’origine de I’augmentation de la sécrétion de GnRH.

L’un des génes candidats, qui pourrait moduler ’activité des neurones & GnRH au
moment du pic préovulatoire de LH, est le géne de la galanine. La galanine est un
neuropeptide exprimé dans 80% des neurones 8 GnRH chez la femelle (Merchenthaler et al.,
1990, 1991). La colocalisation de la galanine dans les neurones 3 GnRH semble avoir une
grande importance physiologique, puisque la galanine accroit la sécrétion de GnRH (Lopez
et al., 1990), et qu’elle est cosécrétée avec la GnRH dans la circulation porte hypophysaire
(Lopez et al., 1991 ; Liposits, et al., 1995). Par ailleurs, elle est connue pour interagir avec la
GnRH en augmentant son activit¢é hypophysiotrope sur les cellules gonadotropes de
I’hypophyse antérieure (Coen et al., 1990; Lopez et al, 1990). L’hypothése d’une
importante implication physiologique de la galanine exprimée dans les neurones a GnRH
chez la femelle est renforcée par I’existence d’un fort dimorphisme sexuel pour son
expression dans les neurones a GnRH ; en effet, seuls 20% des neurones & GnRH sont
immunoréactifs pour la galanine chez le rat mile (Merchantaler ef al., 1990, 1991). De plus,
P’expression de I’ARNm de la galanine dans les neurones 2 GnRH varie au cours du cycle
cestral. Les taux de coexpression de I’ARNm des deux peptides est au plus haut niveau le
jour du procestrus et celui de I’cestrus, alors qu’il est basal le jour du dicestrus (Marks et al.,
1993). Une étude tres récente de Finn, Steiner et Clifton (1998) semble montrer que

I’induction de I’expression du géne c-fos dans les neurones @ GnRH au moment du pic
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préovulatoire de LH entraine une augmentation de la transcription du géne de la galanine.
Ainsi, cette augmentation du taux d’ARNm de la galanine dans les neurones a ‘GnRH
pourrait traduire, soit le besoin de reconstituer les stocks intracellulaires de galanine qui se
seraient épuisés au moment de la survenue du pic préovulatoire de GnRH/LH, soit une
implication de la galanine dans les mécanismes physiologiques se déroulant le jour de

I’ cestrus.

Mode d’action des stéroides gonadiques sur la régulation de DPactivité des

neurones a GnRH

L’une des découvertes majeure pour la neurobiologie de la GnRH a été 1’observation
réalisée par Shivers et et al. (1983) montrant que les neurones &8 GnRH n’accumulaient pas
I’cestradiol. L’absence d’expression du récepteur aux cestrogénes dans les neurones a8 GnRH
a été confirmée par les différentes études immunohistochimiques réalisées chez le rat
(Herbison et Theodosis, 1992), le cobaye (Watson et al., 1992), le mouton (Herbisson ef al.,
1993 ; Lehman et Karsch, 1993), le singe (Herbison et al., 1995 ; Sullivan ef al., 1995) et le
vison (Warembourg et al., 1998). Ces données suggerent fortement que les cestrogénes ne
régulent pas directement le génome des neurones 8 GnRH dans les différentes espéces de
mammiféres étudiées. Etrangement, il a été montré que le géne de la GnRH possédait un
¢élément de réponse aux cestrogenes chez le rat et les primates (Radovick et al., 1991, 1994 ;
Wierman et al., 1992) ; cependant, I’absence de récepteurs aux cestrogenes dans les neurones
a GnRH suggere que la régulation de I’expression de la GnRH n’impliquerait pas 1’activation
de cet ¢lément de réponse. 11 faut toutefois noter que chez le cobaye, King et al. (1995) ont
décrit I’existence d’une faible population de neurones 8 GnRH exprimant des récepteurs aux
stéroides sexuels. Ainsi nous ne pouvons pas écarter la possibilité d’une action des
cestrogenes sur la trés faible population de neurones a GnRH exprimant le récepteur
correspondant. Ces derniers pourraient servir de relais et transmettre 1’information aux autres
neurones du systeme a GnRH. Par ailleurs, il a aussi été suggéré par Lopez et al. (1998) que
les récepteurs aux cestrogenes pourraient étre présents dans les neurones a GnRH, mais a des
concentrations tellement faibles qu’ils ne pourraient pas étre détectés par les techniques

actuelles. Mais pour que cette hypothése soit valable, il faudrait que ces faibles taux de

11



NPY

\ tronc
cérébral

DA

Y
Y

\\f* 5

- noyau
périventriculaire

noyau arqué

aire préoptique

Figure 2. Régulation de I’activité des neurones a GnRH au niveau de | "aire préoptique



récepteurs exprimés soient capables de générer une réponse physiologique suffisante pour
agir sur le systeme.

En fait, 4 exeption de ces travaux, il est actuellement considéré que les neurones a
GnRH ne renferment pas de récepteurs aux cestrogenes.

Huang et Harlan (1993) ont montré par double immunohistochimie que les récepteurs
aux androgeénes n’étaient pas non plus exprimés dans les neurones a GnRH. Jusqu’alors, le
seul récepteur aux stéroides connu pour étre largement exprimé dans les neurones & GnRH
est le récepteur aux glucocorticoides (Ahima et Harlan, 1992).

L’absence de récepteurs aux stéroides gonadiques dans les neurones @ GnRH suggere
fortement que 1’action de ces stéroides sur la modulation de 1’axe hypothalamo-hypophysio-
gonadotrope ne passe pas par une action directe des cestrogénes sur les neurones a GnRH.
Les alternatives les plus probables sont a) que les stéroides gonadiques agissent sur d’autres
types neuronaux susceptibles de moduler ’activité des neurones & GnRH par une voie
transsynaptique, qu’elle soit monosynaptique ou polysynaptique, et/ou b) que les stéroides
gonadiques modulent les interactions neuro-gliales des neurones & GnRH, soit au niveau de

leur corps cellulaire, soit au niveau de leur terminaison.

Populations neuronales non-GnRH impliquées dans la régulation de Pactivité

des neurones a GnRH (Figure 2.)
a- Les neurones peptidergiques
- Les peptides stimulateurs

Neuropeptide Y (NPY). Le NPY posséde un réle facilitateur clair sur la sécrétion de
la GnRH et potentialise son action sur les cellules gonadotropes au moment du pic
préovulatoire de LH (Kalra, 1993; Levine 1997). L’innervation NPYergique de
I’hypothalamus et de 1’aire préoptique provient essentiellement de deux populations
neuronales, 1’une localisée dans le noyau arqué et ’autre dans le tronc cérébral (Sahu et al,,
1988 ; Ueda et al., 1991). Les neurones @ NPY du noyau arqué pourraient tre les vecteurs

d’une action des cestrogénes sur le systtme 4 GnRH car 10% d’entre eux expriment le
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récepteur aux cestrogénes chez le rat (Kalra, 1993). Le fait que ’expression de ’ARNm du
NPY augmente sous ’influence des cestrogenes (Sahu et al., 1994) et qu’elle soit élevée
I’aprés-midi du procestrus (Bauer-Dantoin et al.,, 1992) confirmerait cette hypothése. Par
contre, les neurones & NPY du tronc cérébral ne semblent pas exprimer le récepteur aux
cestrogeénes (Simonian et Herbison, 1997) et leur activité ne semble donc pas étre sous
I'influence des stéroides gonadiques.

Les effets stimulateurs du NPY, induits par les cestrogenes, sur I’activité des neurones
a GnRH s’exercent surtout au niveau de I’éminence médiane (Herbisson, 1998). Ceux-ci
seront détaillés ultérieurement. Le NPY semble, en outre, agir au niveau des corps cellulaires
des neurones 2 GnRH, mais leur mode d’action a ce niveau n’est pas encore ¢€lucidé. Le fait
est que les corps cellulaires 8 GnRH sont entourés de fibres a NPY, qui peuvent aussi bien
provenir du tronc cérébral que du noyau arqué (Herbisson, 1998). Ces fibres 3 NPY font
parfois synapse avec les corps cellulaires des neurones 8 GnRH (Tsuruo et al., 1990). 11 est
intéressant de noter que la concentration en NPY au voisinage des corps cellulaires 8 GnRH
augmente le jour du procestrus (Sahu et al., 1989) et lors de 1’induction du pic de LH par les
cestrogeénes chez une rate ovariectomisée (Sahu et al., 1990). L’effet de ’augmentation des
afférences NPYergiques, dépendante des cestrogeénes, sur les corps cellulaires & GnRH est
inconnue. Certaines études réalisées chez le méale suggerent que le rdle du NPY pourrait étre
de réguler I’expression du géne de la GnRH (Li et al, 1994).

Nous noterons que d’apres Kalra et al. (1992), le principal type de récepteur au NPY

impliqué dans la régulation de la sécrétion de LH chez la rate serait le récepteur Y-1.

Galanine. La galanine est, comme le NPY, un neuropeptide stimulateur de la
sécrétion de LH possédant un double site d’action sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire (Sahu
et al., 1987), mais dont la topographie et le mode d’action différent de ceux du NPY
(Skofitsch et Jacobowitz, 1985 ; Melander et al., 1986). L’injection intracérébroventriculaire
d’un immunsérum anti-galanine ou d’antagonistes de ses récepteurs n’inhibe pas la survenue
du pic de LH mais altere son décours chez la rate en procestrus (Lopez et al., 1993) ou chez
la rate ovariectomisée supplémentée en cestradiol et en progestérone (Sahu et al., 1994). Les

études immunohistochimiques montrent que les corps cellulaires des neurones a galanine

sont nombreux dans les différents noyaux fortement impliqués dans le contrdle de la
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sécrétion de LH tels que : le noyau préoptique médian, 1’aire préoptique médiane, les noyaux
préoptiques, périventriculaires et suprachiasmatiques, les mnoyaux hypothalamiques
périventriculaires et paraventriculaires, et le noyau arqué (Merchenthaler et al., 1993). Au
niveau de I’aire préoptique, Merchenthaler et al. (1990) ont montré que certains neurones a
galanine innervaient les neurones a GnRH. L’importance physiologique de cet interrelation
est renforcée par les études récentes de Mitchell et al. (1999) montrant qu’une certaine
proportion de neurones & GnRH exprimait le récepteur a la galanine GALRI1. Des études
d’autoradiographies combinées a de I'immunohistochimie ont permis de montrer qu’une
importante proportion des neurones a galanine localisés dans 1’aire préoptique médiane et le
noyau préoptique concentrait 1’cestradiol (Bloch et al.,, 1992). 1l se pourrait donc qu’une
partie de I’influence des cestrogénes sur [’activité des neurones a GnRH puisse €étre véhiculée
par cette voie galaninergique. Par ailleurs, les neurones a galanine du noyau arqué
sembleraient exprimer, eux aussi, le récepteur aux cestrogénes (Horvath et al., 1995) ; or, trés
récemment Bouret e al (1998) ont montré que les neurones a proopiomélanocortine
(POMC) du noyau arqué, principal systéme peptidergique inhibiteur de [activité
gonadotrope, exprimaient les récepteurs a la galanine GALR1 et GALR2 ; ainsi les neurones
a galanine du noyau arqué pourraient moduler de maniére polysynaptique I’activité des
neurones 3 GnRH en régulant I’activité¢ des neurones 8 POMC qui se projettent dans I’aire
préoptique.

Nous noterons que la galanine se retrouve dans de trés nombreuses terminaisons
nerveuses de la zone externe de 1’éminence médiane. Les corps cellulaires des neurones
galaninergiques se projetant dans 1’éminence médiane sont localisés en majorité dans le
noyau arqué, et en proportion moindre, dans 1’aire préoptique et le noyau paraventriculaire
(Merchenthaler, 1991). De nombreuses études sont a entreprendre afin de clarifier la nature
¢t le mode d’action des voies galaninergiques impliquées dans !’initiation du pic

préovulatoire de LH.

Neurotensine. La neurotensine est un neuropeptide qui agirait au voisinage des corps
cellulaires 8 GnRH pour moduler I’amplitude du pic préovulatoire de LH. En effet 1’injection

de neurotensine dans 1’aire préoptique accroit ’amplitude du pic de LH induit par les
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stéroides (Ferris et al., 1984 ; Akema et al., 1987), alors que ’injection d’un immunsérum
anti-neurotensine réduit I’amplitude de ce dernier (Alexander et al., 1989). Par ailleurs, étant
donné qu’aucun de ces traitements administrés soit par voie intraveineuse, soit directement
sur des antéhypophyses in vitro, n’altere la sécrétion de LH, la neurotensine ne semblerait
pas moduler ’activité des cellules gonadotropes (Rosténe et Alexander, 1997). L’origine des
fibres neurotensinergiques qui se projettent au niveau de 1’aire préoptique reste inconnue,
mais il est plausible qu’elles puissent provenir des nombreux corps cellulaires a neurotensine
exprimant les récepteurs aux cestrogenes localisés dans I’ AVPv (anteroventral periventricular

nucleus) (Herbisson et Théodosis, 1992 ; Axelson et al., 1992 ; Herbisson, 1998).
- Les peptides inhibiteurs

Peptides opioides. Parmi les neuropeptides inhibiteurs de 1’hypothalamus,
I’implication des peptides opioides endogeénes est siirement celle qui a été le plus étudiée
(Kalra 1993). Les peptides opioides endogénes dérivent de trois précurseurs : POMC, pro-
enképhaline et pro-dynorphine. La POMC renferme le peptide opioide I3-endorphine et les
peptides non opioides ACTH et *-MSH (Eipper et Mains, 1980 ; Smith et Funder, 1988).
Les études neuroanatomiques montrent que les corps cellulaires des neurones immunoréactifs
pour la B-endorphine sont localisés dans le noyau arqué (Bloom et al., 1978 ; Finley et al.,
1981). Les cellules a POMC innervent de nombreuses régions du cerveau : ainsi dans le
diencéphale elles innervent, celles impliquées dans le contrdle de la sécrétion préovulatoire
de GnRH comme le noyau arqué et 1’aire préoptique (Simerly et al., 1988 ; Meister, et al.,
1989 ; Bloom et al., 1978 ; Finley et al., 1981). Quelques fibres 8 POMC sont visibles dans
la zone sous épendymaire de 1’éminence médiane (Kiss et al., 1985). Les deux pentapeptides,
methionine-enképhaline et leucine enképhaline, ont une distribution plus éparse dans
I’hypothalamus. En effet des corps cellulaires immunoréactifs pour ces pentapeptides ont,
entre autres, été localisés dans 1’aire préoptique médiane, la région périfornicale, le noyau
arqué, le noyau préoptique médian, les noyaux suprachiasmatique et périventriculaires
(Simerly et al., 1986, 1988 ; Simerly et Swanson, 1987). La methionine-enképhaline et la
leucine enképhaline sont issus du clivage de la proenképhaline, protéine contenant quatres

copies de methionine enképhaline et une copie de leucine enképhaline, (Imura et al., 1985).
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Le précurseur du troisiéme peptide opioide endogéne, la prodynorphine, comprend la
dynorphine A (1-17), la dynorphine B, et les *- et B-néoendorphines qui contiennent aussi
dans leur séquence la leucine-enképhaline en position N-terminale (Imura et al., 1985).
Certains corps cellulaires de neurones a dynorphine sont localisées dans le noyau arqué et se
projettent dans la zone interne de 1’éminence meédiane (Meister et al, 1989). D’autres
populations de neurones & dynorphine sont localisés dans 1’aire préoptique et aussi dans les
noyaux hypothalamique magnocellulaires, ces derniers innervant 1’aire préoptique (Simerly
et al., 1986, 1988 ; Simerly et Swanson, 1987).

Il a été¢ montré, chez la rate ovariectomisée, que les dynorphines étaient capables
d’inhiber la sécrétion de LH en agissant par I’intermédiaire des récepteurs aux opioides ¥, et
que la methionine enképhaline exercait le méme effet a travers les récepteurs 5 (Leaden et
Kalra, 1985 ; Leadem et Yagenova, 1987). Des études immunohistochimiques entreprises a
I’échelle de la microscopie photonique ont mis en évidence la présence de fibres
enképhalinergiques et dynorphinergiques au voisinage des corps cellulaires et des
terminaisons des neurones a GnRH chez le rat (Watson et al., 1988). Cependant, aucune
étude n’a jusqu’alors examiné I’'implication des récepteurs aux opioides O et X dans la
régulation de la sécrétion de GnRH/LH par les cestrogenes (Kalra, 1993). A ’opposé de tres
nombreuses études se sont intéressées a I’implication de la B-endorphine et des récepteurs
aux opioides M dans la régulation de I’activité du systtme & GnRH par les cestrogénes
(Herbisson, 1998). La réalité¢ d’une action transsynaptique directe de la B-endorphine sur les
neurones a GnRH est appuyée par le fait qu’il existe des synapses a B-endorphine sur les
dendrites et les soma des neurones & GnRH chez la rate (Chen et al., 1990 ; Leranth et al.,
1988), et le singe (Thind et Goldsmith, 1988) et par le fait que les agonistes sélectifs des
récepteurs H semblent avoir une action directe sur 1’activité électrique des neurones 3 GnRH
chez le cobaye (Lagrange et al., 1995). Il a, par ailleurs, été observé que l’injection
d’agonistes ou d’antagonistes des récepteurs M dans I’aire préoptique modifiait la libération
de LH in vivo (Kalra, 1981). Cependant, I'impossibilité de détecter les ARNm des récepteurs
aux opioides H, 8 et K dans les neurones A GnRH, alors que de nombreuses cellules voisines
de I’aire préoptique les expriment (Sannella et Petersen, 1997 ; Mitchell et al., 1997), remet

en question I’existence d’une action directe des neurones a B-endorphine sur les neurones a
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GnRH. Certains arguments semblent montrer que les cellules sécrétant la galanine (Mitchell
et al., 1997), le monoxyde d’azote (NO) (Pu et al., 1997), la noradrénaline (Kalra, 1993 ;
Bicknell, 1985) et les acides aminés excitateurs (Bonavera et al., 1993) pourraient étre les
médiateurs des effets des peptides opioides sur la sécrétion de LH.

Contrairement a ce que nous pourrions penser, la rétroaction négative des cestrogénes
sur la sécrétion de GnRH ne semblerait pas passer par la stimulation de ’activité des
neurones a B-endorphine (Herbisson, 1998). En effet, les neurones a B-endorphine
exerceraient un tonus inhibiteur continu sur le systéme & GnRH leur permettant de contréler
la pulsatilité de la sécrétion de GnRH (Herbisson, 1998). Par contre, les neurones a B.
endorphine seraient des médiateurs de la rétroaction positive des cestrogenes sur la sécrétion
de GnRH: les cestrogenes entraineraient une réduction de 1’activité des neurones a B-
endorphine et donc provoqueraient une levée du tonus inhibiteur exercé sur les neurones a
GnRH. Ce processus permettrait la survenue du pic préovulatoire de LH (Kalra, 1993 ;
Kerdelhue et al., 1988 ; Herbison, 1998). Les cstrogénes entraineraient ainsi une
désinhibition du systéme & GnRH en diminuant I’expression des récepteurs a la B-endorphine
(Weiland et Wise, 1990) et la sécrétion du neuropeptide (Kerdelhue ef al., 1988 ; Wilkox et
Roberts, 1985; Wise et al.,, 1990 ; Treiser et Wardlaw, 1992 ; Petersen et al., 1993 ;
Scarbrough et al., 1994).

Tachykinines. Les tachykinines sont une famille de peptides biologiquement actifs
qui possedent une séquence N-terminale commune, Phe-x-Gly-Leu-Met-NH,;, dans laquelle
le résidu x est un acide aminé aliphatique ou aromatique. La substance P, la neurokinine A, le
neuropeptide K et le neuropeptide-Y dérivent de D’expression du gene de la
préprotachykinine-I, alors que la tachykinine B et le peptide 2 dérivent de celle du géne de la
preprotachykinine-II (Kalra, 1993).

Des corps cellulaires de neurones a substance P sont localisés dans le noyau arqué.
Selon certains auteurs, ils se projetteraient dans la zone interne de 1’éminence médiane ainsi
que dans l'aire septo-préoptique, ol des fibres a substance P établissent des contacts
synaptiques avec les dendrites et les soma des neurones & GnRH (Tsuruo et al, 1987 ;

Tsuruo et al., 1991 ). Quelques neurones a substance P sont, par ailleurs, regroupés au niveau
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de la partie ventrolatérale de I’hypothalamus antérieur, du noyau périventriculaire, du noyau
ventromédian hypothalamique et de l’aire préoptique médiane, et semblent innerver
différentes régions hypothalamiques qui comportent les récepteurs a la substance P (Tsuruo
et al., 1984 ; Tsuruo et al., 1987 ; Tsuruo et al., 1991). Tres peu d’études ont été entreprises
pour déterminer I’influence de la substance P sur I’activité du systéme & GnRH. Kerdelhué et
al. (1978) ont observés que ’injection d’un immunsérum anti-substance P en intraveineuse, a
12h le jour du procestrus, avangait la survenue du pic préovulatoire de LH, alors que
I’injection intracérébroventriculaire du méme antiserum inhibait la survenue de ce pic.

Les effets de la substance P sur la sécrétion de LH sont donc ambigus, et les modes
d’action de cette substance sur la sécrétion préovulatoire de GnRH sont méconnus. Le
neuropeptide K serait, quant a lui, un puissant inhibiteur de la sécrétion de GnRH, et
semblerait encore plus efficace que les opioides pour supprimer la sécrétion de LH induite

par la progestérone chez les rates ovariectomisées supplémentée en cestradiol (Kalra, 1993).

b- Les catécholamines

Dopamine. Les neurones dopaminergiques innervant 1’hypothalamus ont leurs corps
cellulaires regroupés dans quatre régions du cerveau : les groupes de cellules Al1, A12, A13
et Al4 (Kordon et al., 1994). Chez le rat, la dopamine est surtout connue pour réguler la
sécrétion de prolactine au niveau de ’antéhypophyse, et son implication dans la régulation du
systtme a GnRH reste difficile a interpréter. Chez le mouton, en revanche, la dopamine est
connue pour étre le principal médiateur de la rétroaction négative des cestrogénes sur la

sécrétion de GnRH pendant la période d’ancestrus (Herbison, 1998).

Noradrénaline. La noradrénaline semble exercer une influence permissive sur le
systtme & GnRH en favorisant sa sécrétion (Herbison, 1997). Différentes études suggérent
que les neurones & noradrénaline du tronc cérébral pourraient étre des médiateurs de la
rétroaction positive des cestrogenes sur le systéme a GnRH (Herbisson, 1998). En effet, dans
Paire préoptique et I’éminence médiane les concentrations en noradrénaline augmentent

avant ou avec la survenue du pic de LH (Honnan et Wuttke, 1980 ; Demling et al., 1985 ;
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Rance et al., 1981 ; Wise ef al., 1981 ; Mohankumar et al., 1994). Par ailleurs, I’interruption
de la voie noradrenergique (Clifton et Sawyer, 1979 ; Clifton et Sawyer, 1980) ou
I’administration d’antagonistes du récepteur “-adrenergique (Drouva et al., 1982 ; Coen et
Coombs, 1983) ont pour effet aigu de bloquer la survenue du pic de LH. Cependant, les
études de Clifton et Sawyer (1979, 1980) montrent qu’aprés lésion du systéme
noradrenergique, les mécanismes conduisant a la survenue du pic de LH redeviennent
fonctionnels quelques semaines plus tard. Ces faits expérimentaux suggerent que dans le
fonctionnement du systtme a GnRH, la noradrénaline ne serait pas un neurotransmetteur
excitateur indispensable mais plutdt un facteur permissif jouant cependant un réle important
dans la physiologie de 1a reproduction (Herbison, 1997).

Trés récemment Hosny et Jennes (1998) ont montré que 80% des neurones a GnRH
exprimaient le récepteur *;-adrénergique, et que 'immunoréactivité pour ce récepteur était
surtout observée au niveau des corps cellulaires. Wright et Jennes (1993) ont montré que les
fibres noradrénergiques qui se projetaient au voisinage des neurones a GnRH dans ’aire
préoptique provenaient du tronc cérébral et plus précisemment des groupes Al et A2.
Herbisson (1997) a, quant a lui, montré que seuls les neurones A2 se projetant a proximité
des corps cellulaires des neurones 2 GnRH exprimaient le récepteur aux cestrogenes.
L’induction par les cestrogénes d’une sécrétion accrue de noradrénaline le jour du procestrus
semble agir a la fois sur la biosynthése et sur la libération de la GnRH. Au niveau de I’aire
préoptique, la noradrénaline semblerait moduler I’expression de ’ARNm de la GnRH. En
effet, Weesner et al. (1993) ont montré que 1’augmentation des taux d’ARNm de la GnRH
induite par les cestrogénes était bloquée par un antagoniste du récepteur *;-adrenergique. Par
ailleurs, He et al. (1993) ont montré que D’injection intracérébroventriculaire de
noradrénaline induisait, dans ’heure suivante, une augmentation des taux d’ARNm de la
GnRH / cellule. Par ailleurs, au niveau de I’éminence médiane, des travaux réalisés chez le
male suggerent que la noradrénaline stimule la libération de GnRH en induisant la synthése
de monoxyde d’azote et de prostaglandines E, (Ojeda et al., 1979, 1982 ; Rettori et al.,
1992).

c- Les acides aminés excitateurs
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Les acides aminés glutamate et aspartate sont d’importants neurotransmetteurs
excitateurs de I’hypothalamus neuroendocrine (Van Den Pol et al., 1990) qui exercent
une puissante action stimulatrice sur la sécrétion de GnRH (Brann et Mahesh, 1997). Les
études utilisant des bloqueurs pharmacologiques des récepteurs N-methyl-p-aspartate
(NMDA), bL-%*-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid (AMPA), et
kainate, ont montré que le glutamate et 1’aspartate jouaient un role dans la régulation du
mode de sécrétion pulsatile (Ping et al., 1994) et cyclique (Lopez et al., 1990 ; Brann et
Manesh, 1991) de GnRH/LH chez la rate adulte. Le site d’action privilégié des acides
aminés excitateurs semble étre I’hypothalamus, car I’injection directe de glutamate au
niveau de I’hypophyse antérieure est sans effet sur la sécrétion de LH (Ondo et al., 1976).

I1 est intéressant de noter que le glutamate et/ou ’aspartate n’ont pas les mémes
effets sur la sécrétion de GnRH/LH selon qu’ils agissent sur des récepteurs NMDA ou
non-NMDA tels que les récepteurs AMPA/kainate. En effet, le NMDA est capable
d’induire une sécrétion répétée de LH lorsqu’il est administré sur un mode pulsatile, alors
que le kainate en est incapable (Medhamurthy ef al., 1992 ; Abbud et Smith, 1991). Une
premilre injection unique de kainate entraine une forte libération de LH, alors que des
injections répétées sont sans effet sur la sécrétion de LH (Medhamurthy et al., 1992 ;
Abbud et Smith, 1991). Par contre, les doses d’AMPA ou de kainate nécessaires pour
stimuler la libération de LH sont beaucoup plus faibles que celles de NMDA (Brann,
1995). Le site d’action majeur du NMDA serait I’aire préoptique/OVLT (Bourguignon et
al., 1989 ; Bourguignon et al., 1989), ou sont localisés les corps cellulaires des neurones
a GnRH, alors que le site majeur de I’action du kainate serait la région de ’hypothalamus
médiobasal (Donoso et al., 1990 ; Lopez et al., 1992), ou sont localisées les terminaisons
nerveuses a GnRH.

La question est désormais de savoir si les acides aminés excitateurs agissent sur
les neurones & GnRH directement, ou par I’intermédiaire d’interneurones. Les études
d’hybridation in situ montrent que, parmi les neurones 8 GnRH, 5 % expriment I’ARNm
du récepteur NMDA-R1 chez les rats males et femelles (Abbud et Smith, 1995 ; Eyigor et
Jennes, 1996), 17 % expriment ’ARNm du récepteur NMDA-R2 et 32 % celui du
récepteur au kainate, KA, (Eyigor et Jennes, 1997). Par ailleurs, selon les travaux de Lee

et al. (1993) et de Saitoh et al. (1991), le NMDA induit I’expression de c-Fos dans les
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cellules voisines des neurones & GnRH mais pas dans les neurones 8 GnRH eux mémes.
Ces études semblent donc montrer que I’effet du NMDA sur les neurones 38 GnRH au
niveau de 1’aire préoptique/OVLT ne serait directe que sur une minorité de cellules, et
passerait par I’intermédiaire d’interneurones pour la majorité d’entre elles. La nature des
interneurones, jouant le réle de médiateur des effets du glutamate sur les neurones a
GnRH, reste a déterminer. Quelques éléments bibliographiques permettent de penser que
les neurones noradrenergiques pourraient étre impliqués dans ce processus de médiation
(Liaw et Barraclough, 1993 ; MacDonald, Wilkinson, 1992). Cependant, les neurones les
plus impliqués dans ce processus semblent étre les neurones synthétisant le monoxyde
d’azote (NO); en effet, Bhat et al. (1995) ont montré que les neurones exprimant la
monoxyde d’azote synthétase neuronale (nNOS) coexprimaient le récepteur NMDA-R1.
Par ailleurs, I’administration in vivo d’inhibiteurs de la NOS bloque la survenue du pic de

LH induite par le NMDA (Brann et Manhesh, 1997).

d- Le GABA

L’acide Y-aminobutyrique, ou GABA, semble jouer un rble majeur au sein du
systtme & GnRH (Herbison, 1998). Des terminaisons GABAergiques réalisent des synapses
avec les neurones a GnRH (Leranth ef al., 1985). Les neurones 2 GnRH expriment les sous
unités des récepteurs GABAA (Jung et al., 1998) ; la microinjection de GABA au voisinage
des cellules a GnRH in vivo entraine une importante inhibition de I’activité sécrétoire de ces
neurones chez différentes espéces (Jarry et al., 1991 ; Herbisson ef al., 1991 ; Scott et Clarke,
1993 ; Mitsushima et al., 1994). Par ailleurs, le GABA pourrait moduler 1’expression de
I’ARNm de la GnRH chez la rate (Bergen et al., 1991 ; Kang et al., 1995 ; Leonhardt et al.,
1995). Le systtme GABAergique de I’aire préoptique semble étre trés sensible aux taux
d’cestrogenes circulants (Herbisson, 1997b). De plus, les neurones & GABA de laire
préoptique expriment le récepteur aux cestrogénes (Flugge et al., 1986 ; Herbison et al.,
1993). 11 a aussi été montré que la sécrétion, la recapture de GABA (Ondo et al., 1982;
Mansky et al., 1982 ; Herbison et al., 1991), et la synthése du récepteur GABA, (Herbison et

Fenelon, 1995) étaient fortement influencées par les cestrogenes dans 1’aire préoptique.
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Ainsi, comme le suggere Herbisson (1998), les neurones GABAergiques sensibles
aux cestrogénes pourraient jouer, dans le systtme a GnRH, le réle de médiateur de la
rétroaction négative des cestrogénes sur les neurones a GnRH. 11 existe en effet une relation
inverse entre les taux de GABA dans I’aire préoptique et les taux de la LH circulante chez le
rat. Lorsque I’cestradiol exerce son action inhibitrice sur la sécrétion de LH, les taux de
GABA dans I’aire préoptique sont élevés (Mansky et al., 1982 ; Herbison et al., 1991), alors
que chez la rate ovariectomisée, comportant des taux de LH éleves, la sécrétion de GABA
dans ’aire préoptique est faible (Ondo et al., 1982). De plus, I’inhibition des récepteurs
GABA, entraine une élévation des taux de LH pendant la phase ou les cestrogénes exercent
leur rétroaction négative (Akema et al., 1990).

Le GABA est non seulement impliqué dans la médiation de la rétroaction négative
des cestrogénes sur le systétme a GnRH, mais pourrait également étre impliqué de maniere
indirecte dans la modulation de la sécrétion pulsatile de la GnRH en régulant le tonus
inhibiteur exercé sur les neurones a GnRH par les neurones a B—endorphine du noyau arqué
(Blasquez et al., 1994 ; Horvath et al, 1992). Ainsi, le GABA pourrait avoir un effet
stimulateur sur la sécrétion de GnRH par voie polysynaptique, par une désinibition du

systeme (Kalra ef al., 1997).
e- Les neurones synthétisant le monoxyde d’azote (NO)

L’identification du NO en tant que messager neuronal est récente (Bredt, ef al., 1990).
Depuis, le NO a été impliqué dans la régulation de nombreuses fonctions du systéme nerveux
(Dawson et Snyder, 1994). Dans le cerveau, le NO est synthétisé & partir de L-arginine par la
monoxyde d’azote synthétase neuronale (nNOS), isoforme de NOS exprimée de maniére
constitutive dans différentes populations neuronales (Schuman et Madisson, 1994). Les
populations neuronales du cerveau présentant les plus hauts niveaux d’expression de la
nNOS semblent étre localisées dans 1’hypothalamus (Schuman et Madisson, 1994 ; Bredt et
al., 1991) ; différentes études ont impliqué le NO dans la régulation neuroendocrinienne de la
sécrétion d’hormones hypophysaires (Grossman, 1994).

Des études in vivo et in vitro, utilisant des inhibiteurs de la NOS, ont montré que la

synthése et la libération de NO par I’hypothalamus étaient indispensables pour la sécrétion
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basale de la LH chez le male (Rettori ef al., 1993) et pour la survenue du pic de LH chez les
rates ovariectomisées et supplémentées en cestradiol et en progestérone (Bonavera et al.,
1993, 1994). De manic¢re remarquable, ['utilisation de molécules donneuses de NO permet
d’induire le pic de LH chez des rates ovariectomisées supplémentées en 1’cestradiol
(Bonavera et al., 1996), montrant que le NO aurait un effet analogue a celui de la
progestérone. Le réle crucial que jouerait le NO dans le déclenchement du pic préovulatoire
de LH est renforcé par le fait que 1’injection intracérébroventriculaire d’antisens de la NOS,
pour inhiber I’expression de I’enzyme dans ’hypothalamus, inhibe la survenue du pic de LH
induit par I’cestradiol et la progestérone chez la rate ovariectomisée (Aguan et al., 1996). Des
études trés récentes montrent que I’cestradiol stimule I’expression de la nNOS dans ’aire
préoptique, et exerce ainsi une action facilitatrice sur les neurones produisant du NO, et
semble moduler, de cette maniére, I’activité des neurones & GnRH (Pu ez al., 1998). Toutes
ces études montrent que le NO est fortement impliqué dans la régulation de ’activité des
neurones a GnRH. Les neurones & GnRH n’expriment pas la nNOS mais, ceux situés dans
’aire préoptique rostrale sont entourés de nombreuses cellules exprimant la nNOS (Herbison
et al., 1996). 1l est intéressant de noter qu’au niveau de I’éminence médiane, les fibres a
nNOS et les fibres 8 GnRH sont distribuées trés différemment : zone interne et zone externe,
respectivement (Herbisson et al., 1996). Par ailleurs, il existe une forte immunoréactivité
pour la NOS dans I’endothélium des capillaires portes hypophysaires (Ceccatelli et al.,
1992 ; Yamada et Hokfelt, 1996).

Les effets de la sécrétion de NO au niveau de 1’aire préoptique sur 1’activité des
neurones a GnRH sont totalement inconnus. Seule une étude de Belsham et al. (1996),
réalisée sur la lignée cellulaire hypothalamique GT1, sécrétant du GnRH, semble indiquer
que le NO pourrait réprimer la transcription du géne de la GnRH.

Au niveau de I’éminence médiane, le NO stimulerait directement ’exocytose des
granules neurosécrétoires contenant la GnRH par deux voies possibles : la premiére serait
une voie de transduction passant par la production de GMPc (Bonavera et al., 1993 ; Pu et
al., 1996 ; Moretto ef al., 1993) et I’activation de conductances cationiques (Fesenko et al.,
1985) conduisant a une dépolarisation de la membrane et a la libération de GnRH (Drouva et
al., 1984) ; la deuxiéme passerait par I’activation de la cyclooxygenase et la production de

prostaglandines par les terminaisons 8 GnRH et/ou les cellules gliales (Rettori et al., 1992).
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Les prostaglandines produites entraineraient la mobilisation des stocks intracellulaires de
calcium (Ojeda et Negro-Vilar, 1985) et la production d’AMPc (Ojeda et al., 1985) ce qui
conduirait a I’exocytose des granules de sécrétion contenant la GnRH (Rettori et al., 1992).
Cette derni¢re hypothése est renforcée par le fait que les neurones & GnRH expriment le

récepteur aux prostaglandines (Rage ef al., 1997).

Interactions neuro-gliales et systeme a GnRH

Depuis plusieurs années, I’implication des cellules gliales dans la régulation du
systeme a GnRH semble étre de plus en plus évidente (Ojeda, 1994). En effet différentes
études ont apporté la preuve que ’activité des neurones & GnRH était non seulement modulée
par de nombreux facteurs neuronaux, mais aussi par des substances d’origine gliale, tels que
des facteurs de croissance (Ojeda et al., 1990 ; Gallo et al., 1995 ; Melcangi et al., 1995 ;
Voigt et al., 1996 ; Ma et al., 1997) et les prostaglandines (Rage et al., 1997). De nombreuses
études révelent, par ailleurs, que les cellules gliales pourraient étre des médiateurs non
négligeables de ’action des cestrogénes sur 1’axe reproducteur au niveau hypothalamique
(Garcia-Segura et al., 1994 ; Herbison, 1998). Les cestrogénes pourraient, en effet, étre les
moteurs d’une plasticité neurogliale permettant de moduler la connectivité des neurones
appartenant au systéme a GnRH et donc, par 1a méme, réguler leur activité (Theodosis et
Poulain, 1993 ; Garcia-Segura et al., 1994 ; Herbison, 1998). Du fait que des astrocytes et
des épendymocytes de I’hypothalamus expriment le récepteur aux cestrogénes (Langub et
Watson, 1992), I’induction de phénomeénes de plasticité par les cestrogénes pourrait passer,

en partie, par une action directe sur les cellules gliales.

a- Facteurs de croissance gliaux

Il est désormais clair que les astrocytes hypothalamiques utilisent des substances
trophiques de nature peptidergique pour agir sur le développement et ’activité sécrétoire des

neurones a GnRH. Les facteurs de croissance gliaux connus pour affecter la fonction des

neurones & GnRH sont : le TGF® (Transforming growth factor) (Ojeda et al., 1990), le bFGF

24



(basic fibroblast growth factor) (Voigt et al., 1996 ; Tsai et al., 1995), et le TGFP1 (Melcangi
et al., 1995 ; Galbiati et al., 1996). Le TGF® est le polypeptide astrocytaire (Ma et al., 1992,
1994) dont P’action sur le systtme a GnRH est la mieux caractérisée grace aux travaux de
’équipe d’Ojeda. Ainsi le TGF® stimule la libération de GnRH 2 partir de fragments
d’éminence médiane maintenus en survie (Ojeda et al., 1990) mais est aussi un des facteurs
déclencheurs de la puberté chez la rate (Ma et al., 1992 ; Junier et al., 1991). Le fait que les
neurones a GnRH n’exprimaient pas le récepteur a ’EGF (epidermal growth factor) (Ma et
al., 1994 ; Voigt et al., 1996 ), récepteur capable de transduire le message du TGF%, a
conduit Ojeda et ses collégues & émettre ’hypothése selon laquelle le TGF® agirait sur un
type cellulaire intermédiaire pour induire la sécrétion de GnRH. A 1’aide de I'utilisation de
neurones GT1 et de co-cultures neurones GT1 / astrocytes, Ma ef al. (1997) démontrent que
le TGF* nécessite la présence d’astrocytes pour stimuler la sécrétion de GnRH, et que cet
effet passe via la synthése de prostaglandines E, par ces astrocytes (Ma et al., 1997). La
réalité physiologique d’un tel mode d’action du TGF® est renforcée par le fait que les
neurones & GnRH expriment le récepteur aux prostaglandines E, (Rage ef al., 1997).

Le bFGF est un autre facteur de croissance glial récemment impliqué dans la
modulation de la fonction des neurones a GnRH (Voigt et al., 1996 ; Tsai ef al., 1995). Outre
que ce facteur faciliterait la différenciation et l1a survie des neurones 8 GnRH (Voigt et al.,
1996 ; Tsai et al., 1995), il stimulerait la maturation de la prohormone GnRH (Voigt et al.,
1996 ; Wetsel et al., 1996).

Melcangi et al. (1995) montrent que le milieu de culture conditionné par des
astrocytes immatures, contient un facteur thermostable capable d’induire la sécrétion de
GnRH par les neurones GT1 en culture. Le facteur identifié responsable d’une telle action est
le TGFP. La méme équipe montre que le TGFB, en plus de stimuler la libération de GnRH
par les neurones GT1, est capable de moduler I’expression du géne de la GnRH (Galbiati et
al., 1996). En effet, une courte exposition des neurones GT1 au TGFP (1 a 6 h) augmente les
taux d’ARNm cellulaires de la GnRH, alors qu’une exposition prolongée au TGFP (24 h)
semble inhiber ’expression de la GnRH (Galbiati et al., 1996). Le TGFB, contrairement au

TGF® semblerait agir directement sur le neurone & GnRH.
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Nous noterons que, parallelement a ces régulations exercées par des facteurs de
croissance d’origine gliale sur ’activité des neurones 3 GnRH, les neurones & GnRH eux-
mémes sont capables de réguler I’activité de prolifération de la glie par la sécrétion de
facteurs non encore pleinement caractérisés (Gallo et al., 1995), suggérant 1’existence d’une
communication bi-directionnelle complexe entre les neurones & GnRH et les cellules gliales
véhiculée par des molécules de signalisation intercellulaire variées de nature encore inconnue

pour certaines.

b- Plasticité neurogliale

L’observation, a 1’échelle ultrastructurale, des neurones 2 GnRH a permis d’établir,
dans différentes especes, que le nombre de leurs afférences variait de maniére réversible en
fonction de I’imprégnation en stéroides gonadiques, et que ce phénoméne pouvait étre 1ié a
une variation de la surface d’apposition neuro-gliale. Ainsi, Witkin et al. (1991) montrent
que l’ovariectomie entraine, chez le singe rhésus, une augmentation significative du
recouvrement des corps cellulaires de neurones immunoréactifs pour la GnRH par des
prolongements astrocytaires, associée a une baisse du nombre de synapses observée a leur
surface. De tels changements ne sont pas observés lorsque les animaux sont traités par les
eestrogénes. Par ailleurs, des phénoménes analogues peuvent étre observés chez les animaux
saisonniers. Chez le mouton en ancestrus, les neurones & GnRH sont pratiquement
enticrement recouverts de prolongements gliaux, et le nombre de synapses alors dénombré
est significativement plus faible que celui observé chez les animaux en période de
reproduction (Lehman et al., 1988).

Dans certaines conditions physiologiques, la variation du recouvrement glial des
corps cellulaires & GnRH peut ne pas étre associée a une variation du nombre d’afférences et
inversement. En effet, lors de la puberté chez la femelle rhésus, il y a une baisse du
recouvrement glial des neurones a GnRH sans augmentation de leur connectivité (Witkin et
al. 1995,1997). Par contre, lors de la puberté du singe rhésus male, la connectivité des
neurones & GnRH chute alors qu’il n’y a pas de variation du taux de recouvrement glial

(Perera et Plant, 1997).
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Contrairement a ce qui est observé chez le singe et le mouton, aucun phénomene de
plasticité neurogliale induit par les stéroides gonadiques n’a pu étre mis en €vidence chez le
rat, au niveau des corps cellulaires des neurones & GnRH (Romero et al., 1994). Seule une
augmentation du nombre de synapses axo-somatiques sur les neurones a GnRH a été
observée chez le rat male lors du vieillissement (Witkin, 1992 ; Romero et al., 1994). Chez le
rat, 1’cestradiol peut cependant induire une plasticité neurogliale dans le noyau arqué (Garcia-
Segura et al.,, 1994), noyau trés impliqué dans la régulation de l’activité des neurones a
GnRH comme nous ’avons énoncé dans les paragraphes précédents. En effet, I’équipe de
Garcia-Segura a montré que les cestrogénes induisaient, le jour du procestrus, le retrait des
afférences GABAergiques des corps cellulaires du noyau arqué, conduisant a une
augmentation de ’activité des neurones de cette région (Garcia-Segura et al., 1994 ; Yeoman
et Jenkins, 1989). De tels phénomenes de plasticité, qui se déroulent sur une période de 48 h,
entre le dicestrus et ’cestrus, pour un cycle complet de désafférentation et réafférentation
(Olmos et al., 1989), pourraient étre induits par un facteur de croissance périphérique, 1’IGF-
1 (insulin growth factor), dont la capture par les tanycytes dans la circulation porte et la
diffusion au niveau du noyau arqué semble étre dépendante des taux d’cestrogénes circulants
(Fernandez-Galaz et al., 1997). Nous noterons que 'IlGF-1 est, par ailleurs, un facteur connu
pour moduler la sécrétion de GnRH par les terminaisons neuroendocrines de 1’éminence

médiane (Hiney et al., 1991 ; Bourguignon et al., 1993).

II. Généralités sur I’éminence médiane

I1.1. Anatomie de I’éminence médiane

L’éminence médiane matérialise ’interface entre I’hypothalamus et I’hypophyse

antérieure. Cette structure hypothalamique résulte de la différenciation du plancher du
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troisiéme ventricule, et constitue le site de projection des differents systémes
préhypophysiotropes. Cette région est €également caractérisée par la présence d’un systeme de
capillaires constituant le plexus porte hypophysaire. Les différents facteurs
préhypophysiotropes sont sécrétés dans les vaisseaux du plexus porte hypophysaire, a partir
de terminaisons neuroendocrines localisées dans la zone externe de I’éminence médiane.

La zone externe de I’éminence médiane est essentiellement constituée de
terminaisons nerveuses et de prolongements tanycytaires. Les tanycytes sont des
épendymocytes dont les corps cellulaires bordent le troisiéme ventricule et comportent des
prolongements qui peuvent atteindre les capillaires du plexus porte hypophysaire, ce qui
donne un aspect palissadique a la zone externe de 1’éminence médiane. Ces épendymocytes
non ciliés sont joints entre eux par des jonction serrées empéchant ainsi toute communication
entre les capillaires portes et le troisiéme ventricule par 1’intermédiaire des espaces
intercellulaires (Brightman et Reese, 1969). Les capillaires du plexus porte primaire sont
dépourvus de limitante névroglique, ou barriere hématoencéphalique. L’endothélium
présente en outre une paroie fenétrée (Barry, 1967). Les capillaires sont entourés par un
espace péricapillaire compris entre une basale parenchymateuse, bordant le tissu nerveux, et
une basale sous-endothéliale, bordant I’endothélium des capillaires (Barry, 1967). L’espace
péricapillaire renferme des fibrilles réticulées ou collagenes et des péricytes.

Généralement, il est admis que les terminaisons nerveuses des différents systémes
préhypophysiotropes contactent la lame basale parenchymateuse pour réaliser 1’exocytose de
leurs granules de sécrétion (Rinne, 1966 ; Moneroe, 1967 ; Stoeckart et al., 1972). Elles
libérent ainsi leurs neurohormones dans le sang porte hypophysaire (Liposits et al., 1983;
Hisano et al., 1986; Ibata et al., 1986; Beauvillain et al., 1984; Jew et al., 1984; Bouchaud
and Bosler, 1986).

11.2. Distribution des fibres et des terminaisons du systeme a GnRH

Les systemes hypophysiotropes se terminent, comme il a été énoncé ci-dessus, dans la
couche palissadique de la zone externe de I’éminence médiane. La localisation précise des

terminaisons et des fibres contenant les différentes neurohormones a pu étre déterminée grace
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a Dl'utilisation de techniques immunocytochimiques. Dans 1’éminence médiane, qui s’étend
chez le rat sur plus de 2,5 mm, chaque systéeme neurohormonal possé¢de une distribution qui
lui est propre (Hokfelt ef al., 1978).

En ce qui concerne le systtme a GnRH, I'immunoréactivité des fibres 8 GnRH est
visualisée sur toute |’étendue antéro-postérieure de 1’éminence médiane. Lors d’une
progression antéropostérieure, les premieres fibres & GnRH apparaissent dés la fin de 1’aire
rétrochiasmatique ; le faisceau de fibres réparti sur toute 1’étendue de la zone externe de
I’éminence médiane s’intensifie & mesure que l’on progresse caudalement. Lorsque
postérieurement, 1’étranglement dorso-latéral de I’éminence médiane apparait, le faisceau de
fibres se sépare en deux : les fibres 8 GnRH se regroupent de maniere symétrique au niveau
de I’éminence médiane dorso-latérale, et trés peu de fibres sont alors observées dans
I’éminence médiane ventrale. Plus postérieurement, 1’étranglement dorso-latéral de
I’éminence médiane s’accentue de plus en plus, jusqu’a entrainer la fusion des deux parties
dorsales de 1’éminence médiane. Le marquage est alors localis¢ dans la partie dorsale de
I’éminence médiane. Finalement, lorsque la tige hypophysaire s’individualise et se sépare de
la base de I’hypothalamus, tout en y étant rattaché par les capillaires du plexus porte
hypophysaire, le marquage de la GnRH visualisé a la base de I’hypothalamus devient
particulierement intense alors que peu de fibres immunoréactives sont observées dans la tige
hypophysaire. Lorsque la tige hypophysaire se détache de I’hypothalamus,
Pimmunoréactivité pour la GnRH & la base du cerveau décroit trés rapidement, avant de
disparaitre définitivement.

A T’échelle utrastructurale, les fibres et les terminaisons & GnRH sont observées dans
la zone externe de I’éminence médiane a proximité de ’espace péricapillaire, mais ne sont
pas observées, contrairement aux terminaisons des autres systémes hypophysiotropes
(Liposits et al., 1983; Hisano et al., 1986; Ibata et al., 1986; Beauvillain et al., 1984; Jew et
al., 1984; Bouchaud and Bosler, 1986), au contact direct de la membrane basale
parenchymateuse (Koslowsky and Coates, 1985 ; Ugrumov et al., 1989 ; King et Letourneau,
1994). En effet, les terminaisons & GnRH sont séparées de ’espace péricapillaire par des
prolongements tanycytaires (Koslowsky and Coates, 1985 ; Ugrumov et al., 1989 ; King et
Letourneau, 1994), et cet arrangement semble étre tout a fait particulier au systtme & GnRH

(Ugrumov et al., 1989).
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IL.3. Mise en évidence de régulations paracrines et/ou autocrines dans la zone

externe de 1’éminence médiane

L’hypothése de I’existence d’interrelations entre les structures nerveuses au sein de
I’éminence médiane est apparue dés la mise en évidence des catécholamines par la technique
de Falk et al. (1962). Le fait, par ailleurs , que les structures synaptiques étaient absentes de
cette région a conduit a imaginer des actions de type paracrine et/ou autocrine entre les
différentes structures, avant méme que les neuropeptides préhypophysiotropes aient été
caractérisés. A la fin des années 70, des études réalisées a partir d’explants d’éminence
médiane maintenus en survie ont permis de confirmer que de nombreuses régulations
pouvaient s’opérer a ce niveau (Rotsztejn et al., 1976 ; Rotsztejn et al., 1978 ; Ojeda et al.,
1982, Negro-Vilar, 1982).

Les notions de paracrinie et d’autocrinie ont pris toute leur importance lorsque
’utilisation de techniques immunocytochimiques a permis de démontrer la coexistence de
neuropeptides de nature différente dans les mémes terminaisons nerveuses de la zone externe
de I’éminence mediane, et parfois, dans les mémes granules de sécrétion (Tramu ef al., 1981,
1984a ; Beauvillain et al., 1984). L’observation de tels phénomenes a permis d’établir que
certains facteurs étaient co-libérés dans la circulation porte hypophysaire et donc, pouvaient
avolr une action synergique sur leurs cellules cibles dans I’anté-hypophyse, comme le CRF et
la vasopressine (Tramu et al., 1984b ; Gillies et al., 1982) ; ceci a également permis d’établir
que des régulations autocrines et/ou paracrines pouvaient s’opérer dans la zone externe de
I’éminence médiane. De telles régulations paracrines et/ou autocrines ont été suggérées entre
I’enképhaline et la somatostatine (Tramu ez al., 1981, 1984a ; Beauvillain et al., 1984), et
plus tard, par d’autres auteurs entre I’enképhaline et le CRF (Merchenthaler ez al., 1986),
puis I’enképhaline et la dopamine (Meister et al., 1989).

Cette notion impliquait ’existence de récepteurs au niveau des terminaisons
nerveuses de la zone externe de I’éminence médiane pour les différents facteurs caractérisés.
Des études de localisation de sites de liaisons réalisées par autoradiographie in vitro, a

I’échelle de la microscopie photonique, ont permis de montrer 1’existence de récepteurs pour
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différentes substances contenues dans les terminaisons nerveuses de la zone externe de
I’éminence médiane (Sarkar et al., 1983 ; Anderson et Mitchell, 1986 ; Melander et al.,
1987 ; Lagny-Pourmir et al., 1992). Les travaux de I’équipe de Beauvillain apporterons plus
tard la preuve directe de 1’existence de modulations paracrines et/ou autocrines dans la zone
externe de I’éminence médiane par la mise en évidence, a 1’échelle ultrastructurale, de
récepteurs ou d’endopeptidases sur les membranes des terminaisons nerveuses et les
¢léments tanycytaires de cette région (Beauvillain et al., 1992 ; Dutriez et al.,, 1997;
Vandenbulke et al., 1993 ; Vandenbulke et al., 1994).

I1.4. Régulations de la libération de GnRH au niveau de I’éminence médiane

L’¢étude de la sécrétion de la GnRH in vitro, a partir de fragments de tissus maintenus
en survie, a permis de mieux connaitre I’implication des différentes régions constituant le
systtme a GnRH dans le contrdle de cette sécrétion, et de comprendre plus précisément les
régulations qui pouvaient s’opérer directement au niveau des terminaisons a GnRH, dans la
zone externe de 1’éminence médiane. Les études réalisées sur des fragments d’hypothalamus
médiobasal (HMB) ou d’éminence médiane (EM) montrent, de maniére frappante, que les
terminaisons nerveuses a3 GnRH coupées de leur corps cellulaire restent fonctionnelles
pendant de nombreuses heures, et qu’elles peuvent méme parfois adopter un mode de

sécrétion pulsatile pour la GnRH.

Mode de sécrétion irn vitro de l1a GnRH

Sécrétion basale de GnRH. Les premicres études entreprises sur la libération de la
GnRH par les terminaisons nerveuses de 1’éminence médiane, montrent que la sécrétion de
GnRH par des synaptosomes ou des fragments d’HMB peut étre induite par une
dépolarisation provoquée par 1’addition, dans le milieu, de fortes concentrations de potassium
(Rotsztejn et al., 1976 ; Warberg et al., 1977). Ojeda et al. (1979) montrent que la sécrétion
basale de GnRH au niveau de fragments d’HMB ou d’EM, est sous la dépendance de la

sécrétion de prostaglandine E; (PGE,) par ces mémes fragments. Ceci précise 1’observation
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réalisée par Eskay et al. (1975), selon laquelle les PGE, stimulaient la sécrétion de GnRH
dans le sang porte hypophysaire. En outre, les taux de sécrétion de PGE; sont cinq fois plus
important pour les fragments d’EM seuls que pour les fragments d’EM associés au noyau
arqué : les neurones du noyau arqué auraient donc un effet inhibiteur sur la production de
prostaglandine par I’éminence médiane. Cette observation pourrait expliquer le fait que la
sécrétion basale de GnRH soit dix fois plus importante pour les fragments d’EM que pour les
fragments d’EM associés au noyau arqué (Negro-Vilar et al., 1979). De plus, Linton et al.
(1979) montrent que le traitement des animaux par un inhibiteur de la synthése des
prostaglandines, I’indométhacine, entraine une baisse de la sécrétion basale de GnRH par des
synaptosomes et confirme ainsi I’action stimulatrice des PGE; sur la libération de GnRH.
Cependant, I’indométhacine n’a aucun effet sur la libération de GnRH lorsqu’elle est ajoutée
dans le milieu d’incubation contenant des synaptosomes isolés a partir d’animaux non traités.
Cette observation indique que les prostaglandines ne seraient pas synthétisées par les
synaptosomes, et donc pas par les terminaisons nerveuses de ’EM. D’apres les travaux de
I’équipe d’Ojeda, la principale source de prostaglandines dans I’EM pourrait étre les
tanycytes (Ojeda et al., 1990), et de plus les PGE; pourraient agir directement sur les
terminaisons & GnRH puisque ces neurones expriment le récepteur aux PGE, (Rage et al.,
1997). Les PGE; semblent induire I’exocytose des granules de sécrétion contenant la GnRH
selon deux voies : la premicre, qui serait la voie prédominante, entraine une mobilisation du
calcium intracellulaire provenant du réticulum endoplasmique et une libération de GnRH
sans implication de la calmoduline (Ojeda et Negro-Vilar, 1985 ; Ojeda et al., 1988); la
deuxiéme implique la synthése d’AMPc par un mécanisme dépendant de la calmoduline,
entrainant I’activation de protéines kinases AMPc-dépendantes qui vont phosphoryler les
canaux calciques voltage-dépendants membranaires, provoquant alors une entrée d’ion
calciques dans la terminaison puis a I’exocytose des granules de sécrétions (Ojeda et al.,
1985, 1988). Par ailleurs, les études de Drouva et al. (1981, 1984) montrent que la sécrétion
de GnRH induite par une dépolarisation, implique la mobilisation du calcium intracellulaire
par l'intermédiaire de 1’activation de canaux calciques voltage-dépendants. Les ions
calciques ainsi libérés activeraient le systéme des protéines kinases calcium-calmoduline

dépendantes.
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Bourguignon et Franchimont (1981, 1984) mettent en évidence que la sécrétion de
GnRH par les fragments d’HMB est pulsatile. En 1993, Rasmussen montre que les fragments
d’EM, sans noyau arqué, possedent, eux aussi, une pulsatilité propre et que celle-ci est
inhibée par la déplétion des stocks intracellulaires de calcium. Ultérieurement, Purnelle et al.
(1997) confirment ’existence d’une pulsatilité¢ de la sécrétion de GnRH par des fragments
d’HMB, mais ne retrouvent pas un tel mode de sécrétion pour des fragments d’EM.
Quoiqu’il en soit, il en résulte que les terminaisons a8 GnRH isolées de leur corps cellulaire
sont capables d’adapter un mode de sécrétion pulsatile. Le mécanisme de régulation et de
coordination de ces pulses pourrait se situer directement au niveau des axones et des
terminaisons dans I’EM, ou parait nécessiter la participation des corps cellulaires des
neurones du noyau arqué. Les travaux sur le mode de sécrétion de la GnRH ex vivo sont a
rapprocher de ceux menés sur des cultures primaires de neurones &8 GnRH (Melrose et al.,
1987) et sur les lignées cellulaires de neurones a GnRH immortalisés : les cellules GT;-7
(Mellon ef al., 1990 ; Krsmanovic ef al., 1992, 1994 ; Martinez de la Escalera ef al., 1992 ;
Weiner et al., 1993). Dans ces travaux, les neurones a GnRH, en I’absence d’afférences,
sécrétent la GnRH dans le milieu d’incubation sur un mode pulsatile. Trés récemment, une
étude de Lopez et al. (1997) montre que les neurones GT;-7 expriment la NOS neuronale
(nNOS). L’activité de cet enzyme semble é&tre indispensable pour permettre la
synchronisation de 1’activité d’un groupe de neurones et permettre de générer une sécrétion
pulsatile de GnRH dans le milieu (Lopez et al., 1997). Etant donné qu’in vivo les neurones a
GnRH ne semblent pas exprimer la NOS neuronale (Herbison et al., 1996), il est possible
d’envisager que la pulsatilité de la sécrétion de la GnRH par les fragments d’HMB ou d’EM
puisse €tre engendrée par une source de monoxyde d’azote localisée dans 1’éminence
médiane ; or, a ce niveau de ’hypothalamus, la distribution anatomique de la NOS (Cecatelli
et al., 1992) permet deux origines possibles pour ce NO : I'une neuronale, 1’autre

endothéliale.

Modulation de la sécrétion basale de GnRH par les stéroides gonadiques. L’équipe
de Ramirez (Ramirez et al., 1980 ; Kim et Ramirez, 1982, 1986 ; Ke et Ramirez, 1987) a
montré in vitro, sur des fragments d’APO-HMB, I’'importance des stéroides gonadiques et en

particulier de la progestérone, sur la sécrétion de la GnRH. L’action stimulatrice de la
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progestérone sur la sécrétion de GnRH necéssite une imprégnation cestrogenique préalable, et
ne peut donc étre obtenue que sur des fragments d’APO-HMB de femelles ovariectofnisées
traitées par de I’cestradiol (OVX + E) (Kim et Ramirez, 1982), ou de femelles en procestrus
(Kim et Ramirez, 1986).

Parallélement & ces travaux, Miyake et al. (1982) et Rasmussen et Yen (1983)
montrent que les effets de la progestérone sur des fragments d’HMB sont identiques & ceux
observés sur des fragments APO-HMB, suggérant que 1’action majeure de la progestérone
sur la sécrétion de la GnRH ne se fait pas au niveau de 1’aire préoptique, mais au niveau de
P’hypothalamus médiobasal. Drouva ez al. (1985) déterminent que ’effet de la progestérone
sur la sécrétion de GnRH dans 'HMB nécessite une imprégnation estrogénique préalable et
implique une entrée de calcium, ainsi que 1’activation de la calmoduline et de la voie des
protéines kinases qui lui sont associées. Fait notable, Kim et Ramirez montrent, en 1985, que
la progestérone est capable d’induire chez des femelles OVX + E, une sécrétion de GnRH,
non seulement a partir de fragments de HMB, mais aussi a partir de fragments d’EM. Les
auteurs remarquent que le mode de sécrétion de la GnRH induite par la progestérone sur des
fragments d’EM, est différent de celui observé pour les fragments d’HMB et d’APO-HMB.
Ces résultats suggérent que les afférences provenant de l’aire préoptique ou de
I’hypothalamus médiobasal seraient responsables de la modulation de la réponse des
terminaisons nerveuses de I’éminence médiane a 1’activation de la sécrétion de GnRH par la
progestérone, mais que le site d’action privilégié de la progestérone permettant d’induire le
pic préovulatoire de GnRH pourrait étre 1’éminence médiane. L’éminence médiane pourrait
par ailleurs, également étre le siege de 1’action inhibitrice de la progestérone sur la sécrétion
de la GnRH, lors de la phase tardive du pic de LH. En effet, Drouva et al., (1983) montrent
que la sensibilité des fragments d’HMB a une dépolarisation induite par le potassium est
minimale chez les femelles OVX + E2 + P, 16 a 36 heures aprés traitement par la
progestérone, alors qu’elle eét maximale chez les femelles OVX + E2 + P, 4 heures apres
traitement par la progestérone.

Nous noterons que les cestrogénes sont aussi capables, a eux seuls, d’augmenter
I’activité de sécrétion de la GnRH par des fragments d’HMB (Miyake et al., 1982) et
d’accroitre la sensibilité-de ces fragments aux dépolarisations induites par le potassium

(Drouva et al., 1983). Lors de la puberté, les cestrogénes augmentent la sensibilité des
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terminaisons a2 GnRH aux prostaglandines, et entrainent ainsi une sécrétion accrue de GnRH
par les fragments d’EM (Ojeda et al. 1986). Ce phénomene semble s’expliquer par le fait que
les cestrogénes stimulent ’expression du récepteur aux PGE; dans les neurones &8 GnRH
(Rage et al., 1997). Enfin nous évoquerons le travail de Drouva et al. (1984) montrant de
maniére étonnante, que des concentrations nanomolaires d’cestradiol stimulent une sécrétion
rapide de GnRH par des fragments d’HMB de femelle OVX. L’cestradiol semble agir sur un
récepteur de fagon spécifique, mais étant donné la rapidité des effets observés, I’interaction
de la molécule avec son récepteur ne semble pas induire une synthése de novo de protéines
(Drouva et al., 1984). Les auteurs émettent alors ’hypotheése d’une action membranaire de

I’ cestradiol.

Régulation de la sécrétion de la GnRH au niveau des terminaisons de la zone

externe de I’éminence médiane par des facteurs neuronaux (Figure 3.)

Implication de la GnRH dans la régulation de sa propre sécrétion. En 1987,
plusieurs équipes montrent que la GnRH a un effet inhibiteur sur sa propre sécrétion (Zanisi
et al., 1987 ; Bourguignon et al., 1987 ; De Paolo et al., 1987), et ainsi, la GnRH pourrait
contréler 1’activité sécrétoire de GnRH au niveau de I’éminence médiane par une rétroaction
négative trés courte. Les analogues de la GnRH, appliqués sur des fragments d’HMB de rat,
inhibent la sécrétion basale de GnRH et la sécrétion de GnRH induite par de fortes
concentrations de potassium (Zanisi ef al., 1987), mais aussi la sécrétion pulsatile de GnRH
(Bourguignon et al., 1987). Cependant le site d’action de cette inhibition est localisé au
niveau du noyau arqué et non pas dans 1’éminence médiane : les analogues de la GnRH n’ont
aucun effet sur la sécrétion de GnRH lorsqu’ils sont appliqués sur des fragments d’éminence
médiane (De Paolo et al., 1987). Ultérieurement Feleder et al. (1996) montrent que la GnRH,
appliquée sur des fragments d’HMB in vitro, inhibe la sécrétion basale de glutamate et
stimule celle de ’acide Y-aminobutirique (GABA) ; ainsi la GnRH pourrait avoir un effet
double sur le systéeme a GnRH: un effet inhibiteur sur la sécrétion d’un facteur stimulateur, le

glutamate, et un effet stimulateur sur la sécrétion d’un facteur inhibiteur, le GABA.
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Implication des catécholamines dans la régulation de la libération de GnRH. Le
réle des catécholamines dans la régulation de la sécrétion de GnRH au niveau des
terminaisons nerveuses de 1a zone externe de 1’éminence médiane a été étudié tres tot du fait
qu’ils ont été les premiers neurotransmetteurs mis en évidence dans I’éminence médiane. En
1976, Rotsztejn et al. montrent que la dopamine stimule in vitro une libération rapide de
GnRH par des fragments d’HMB de males intacts et de femelles OVX + E,. Par contre la
dopamine ne stimule pas une telle libération par des HMB de femelles OVX non
supplémentées. Ultérieurement, 1’équipe de McCann (Ojeda et al., 1979 ; Negro-Vilar et al.,
1979) montre un effet stimulateur de la dopamine sur la sécrétion de GnRH directement au
niveau de 1’éminence médiane ; 'utilisation d’un inhibiteur de I’enzyme permettant la
transformation de dopamine en noradrénaline a, de plus, prouvé que les effets observés sur la
sécrétion de GnRH étaient bien ceux de la dopamine (Negro-Vilar et al., 1979). Negro-Vilar
et al. (1979) indiquent, par ailleurs, que les concentrations de dopamine, nécessaires pour
stimuler la libération de GnRH par des fragments d’HMB sont plus élevées que celles
utilisées pour les fragments d’éminence médiane. D’autres auteurs n’ont pas réussi & montrer
d’effets stimulateurs de la dopamine sur la sécrétion de GnRH par des fragments d’HMB
(Lengyel et al., 1985).

Une action de la dopamine sur la sécrétion de GnRH au niveau de 1’éminence
médiane est renforcée par le fait qu’il existe, dans cette partie de I’hypothalamus, des sites de
liaisons pour le récepteur de type D-1 (Fuxe et al., 1983). Or, la dopamine est connue pour
stimuler la sécrétion de GnRH par les neurones GT; via I’activation de ce type de récepteurs
(Martinez de la Escalera et al., 1992). De plus, des études immunohistochimiques réalisées
en microscopie ¢électronique montrent des appositions axo-axoniques entre des fibres a
GnRH et celles a dopamine (Ugrumov et al., 1989). Par ailleurs, les tanycytes de 1’éminence
médiane, immunoréactives pour le DARPP-32, marqueur de 1’existence d’un récepteur de
type D-1 (Everitt et al, 1986 ; Meister et al., 1988), pourraient participer a l’effet
stimulateur de la dopamine sur la sécrétion de GnRH, via la sécrétion de PGE; (Ojeda et al.,
1979). La dopamine pourrait aussi étre 1'un des médiateurs de 1’action inhibitrice des
peptides opioides endogeénes sur la sécrétion de GnRH. En effet, Rotsztejn et al. (1978)
montrent que la Met-enképhaline inhibe la sécrétion de GnRH induite par la dopamine. Cette
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meédiation de 1’effet inhibiteur des peptides opioides sur le systtme & GnRH par les
catécholamines est renforcée par le fait que la naloxone, inhibiteur des récepteurs aux
peptides opioides endogenes, stimule de maniére concomitante, la sécrétion de GnRH, la
sécrétion de dopamine et celle de noradrénaline, par des fragments d’APO-HMB (Leadem et
al., 1985) ou d’EM (Rasmussen et al., 1988). La possibilité d’interactions peptides opioides-
dopamine est renforcée par la mise en évidence de la présence d’enképhalinase sur les
terminaisons a2 dopamine de 1’éminence médiane (Vandenbulke et al., 1994). Cette étude
morphologique suggere donc que les fibres et les terminaisons catécholaminergiques de
I’éminence médiane pourraient étre la cible directe des peptides opioides, et €tre ainsi les
médiateurs de 1’action inhibitrice de ces derniers sur la sécrétion de GnRH au niveau de
I’éminence médiane.

La noradrénaline semble avoir des effets analogues a ceux de la dopamine sur la
sécrétion de la GnRH (Negro-Vilar et al., 1979 ; Ojeda et al., 1979 ; Jarjour et al., 1986). Les
effets stimulateurs de la noradrénaline sur la sécrétion de GnRH semble passer par
’activation d’un récepteur *-adrénergique (Sarkar et Fink, 1981 ; Ojeda et al., 1982). De
maniére surprenante, Martinez de la Escalera et al. (1992b) montrent que la noradrénaline
stimule la libération de GnRH par les neurones GT; via 1’activation d’un récepteur B,-

adrénergique.

Implication des acides aminés excitateurs dans la régulation de la libération de
GnRH. Comme nous ’avons souligné dans le chapitre précédent, le glutamate et/ou
’aspartate sont connus pour avoir un effet stimulateur important sur la sécrétion de GnRH in
vivo (Kalra et al., 1997). In vitro, ces acides aminés excitateurs sont capables d’induire une
libération de GnRH par des fragments A’HMB (Bourguignon et al., 1989 ; Bourguignon et
al., 1989 ; Donoso et al., 1990 ; Lopez et al., 1992 ; Arias et al., 1993 ; Kawakami et al.,
1998b). Par conséquent, une partie, des effets modulateurs, des acides aminés excitateurs sur
I’activite du systeme a GnRH s’exerce a ce niveau de I’hypothalamus. Des expériences
pharmacologiques pratiquées sur des fragments ’HMB tendent & montrer que les effets
majeurs des acides aminés excitateurs sur la sécrétion de GnRH passeraient par 1’activation
des récepteurs kainate et NMDA (Bourguignon et al., 1989 ; Donoso et al., 1990 ; Lopez et
al., 1992). Bourguignon et al. (1989) montrent que la sécrétion pulsatile de GnRH est
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supprimée par un antagoniste des récepteurs NMDA, alors qu’elle n’est pas perturbée par un
antagoniste des récepteurs AMPA/kainate. Cependant les travaux de 1’équipe de Negro-Vilar
montrent qu’en présence de faibles concentrations de glutamate et/ou d’aspartate, ce sont les
récepteurs non-NMDA (AMPA/kainate) qui sont préférentiellement impliqués dans la
régulation de la libération de GnRH, et les récepteurs NMDA ne seraient activés qu’en
présence de fortes concentrations de ligand (Lopez et Negro-Vilar, 1990 ; Lopez et al.,
1992). La sécrétion de GnRH induite par ’addition de NMDA sur des fragments d’HMB
passerait via la stimulation d’une sécrétion de NO (Bonavera ef al., 1993 ; Baht et al., 1998).
Sur la lignée neuronale GT1-1, la stimulation du récepteur NMDA par un agoniste induit une
sécrétion accrue de GnRH, mais son inhibition a I’état basal n’altére pas la sécrétion pulsatile
de la GnRH (Mahachoklertwattana et al., 1994) ; ceci semble indiquer que la pulsatilité des
neurones & GnRH en culture n’est pas régulée par le glutamate et/ou I’aspartate. D’apres les
auteurs, le NO serait, comme pour les fragments d’HMB, le médiateur de 1’effet stimulateur
du NMDA sur la sécrétion de GnRH par les neurones GT1-1.

Les études morphologiques montrent que les acides aminés excitateurs peuvent
réguler la sécrétion de GnRH au niveau de I’éminence médiane, soit en agissant directement
sur les terminaisons nerveuses 3 GnRH, soit en agissant sur les terminaisons d’autres
systémes, ou encore sur les tanycytes. En effet, des études immunohistochimiques réalisées a
I’échelle ultrastructurale mettent en évidence, dans la zone externe de I’éminence médiane,
I’expression des récepteurs NMDA-R1 et KA2 (récepteur au Kainate) dans les terminaisons a
GnRH (Kawakami ef al., 1998a), et celle des récepteurs NMDA-R1, des récepteurs AMPA
GluR1 et GluR2/3, des récepteurs kainates GluR6/7 et KA2 dans des terminaisons non-
GnRH (Kawakami er al., 1998b). Les récepteurs au kainate GluRS-7 (Diano et al., 1998) et

GluR7 (Eyigor et Jennes, 1998), sont quant a eux exprimés dans les tanycytes.

Implication du GABA. L’action du GABA sur la sécrétion de GnRH in vitro reste
ambigiie, tout comme 1’est son action sur la sécrétion de la LH in vivo qui peut étre, soit
stimulatrice (Ondo, 1974), soit inhibitrice (Masotto et Negro-Vilar, 1987). McRee et Meyer
(1993) montrent que le GABA a un effet inhibiteur sur la sécrétion de la GnRH par des
fragments d’APO-HMB de femelles contenant de faibles taux d’cestrogénes plasmatiques,

alors qu’il n’a aucun effet lorsque ces taux sont élevées, comme le jour du procestrus. Sur
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I’HMB de male, Masotto et al. (1989) montrent que le GABA a un effet double. En effet, les
agonistes du récepteur GABA, stimulent la libération de GnRH, et sembleraient potentialiser
’action stimulatrice des PGE; sur la libération de GnRH, alors que les agonistes du récepteuf
GABAg inhibent la libération de GnRH par les fragments d’HMB. En conclusion, au niveau
de ’hypothalamus médiobasal, les effets du GABA sur la sécrétion de GnRH semblent étre
différents selon le type de récepteur GABAergique activé.

Régulation de la sécrétion in vitro de GnRH par les neuropeptides stimulateurs et

inhibiteurs
a- Les neuropeptides stimulateurs

Le NPY. De nombreuses études montrent que les effets du NPY sur la libération de
GnRH par des fragments d’HMB ou d’EM maintenus en survie, varient fortement en
fonction de I'imprégnation stéroidienne des animaux étudiés (Crowley et Kalra, 1987 ;
Khorram et al., 1988 ; Sabatino et al., 1989, 1990 ; Sahu et al., 1992 ; Besecke et Levine,
1994 ; Urban et al., 1996). Le NPY n’a aucun effet sur la libération de GnRH par des
fragments d’HMB ou d’EM de femelles OVX (Crowley et Kalra, 1987 ; Khorram et al.,
1988 ; Sabatino et al., 1989, 1990) ou par des fragments d’EM de males castrés (Urban et
al., 1996). Par contre, il stimule fortement la libération de GnRH par des fragments issus de
femelles OVX + E; ou OVX + E, + P (Crowley et Kalra, 1987 ; Khorram et al., 1988 ;
Sabatino et al., 1989, 1990) ou de males castrés traités par de la testostérone (Urban, et al.,
1996). Besecke et Levin (1994) confirment ce phénoméne chez les femelles cycliques : le
NPY ne stimule la sécrétion de GnRH par des fragments d’EM que le jour du procestrus, jour
du cycle ou les taux d’cestrogénes plasmatiques sont maximaux. Cette stéroido-dépendance
des effets du NPY sur la libération de GnRH pourrait étre liée & une augmentation de
I’expression du NPY au niveau des corps cellulaires, localisés dans le noyau arqué, mais
aussi, a la levée de I’inhibition exercée par les peptides opioides sur sa sécrétion (Sahu et al.,

1990 ; Xu et al., 1996). Kalra et al. (1992) montrent que ’effet stimulateur du NPY sur la
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libération de GnRH passe par l’activation d’un récepteur de type Y-1, et implique la
mobilisation du calcium intracellulaire.

D’apres les récents travaux de Bonavera et al. (1996), la sécrétion de NPY conduisant
a la libération de la GnRH pourrait étre induite par le NO in vitro et in vivo, et ce mécanisme
serait crucial pour la survenue du pic préovulatoire de la LH. En effet, la suppression de la
libération de NO chez des femelles OVX + E, + P, par 'injection d’inhibiteurs (Bonavera et
al., 1993, 1994) ou d’antisens (Aguan et al., 1996) de la NOS, empéeche la survenue du pic de
LH induit par la progestérone ; de plus, I’injection intracérébroventriculaire de la L-arginine,
molécule précurseur du NO, provoque la survenue d’un pic de LH chez des femelles OVX +
E, ; cet effet est inhibé, lorsque, concomitamment a la L-arginine, sont injectés des antisens

NPY.

La galanine. La galanine est, comme le NPY, un neuropeptide dont la sécrétion au
niveau de I’éminence médiane est cruciale pour la survenue du pic préovulatoire de LH
(Sahu et al., 1994 ; Xu et al., 1996b). Le travail de Xu et al. (1996) montre méme que la
galanine et le NPY pourraient agir de concert pour induire le pic préovulatoire de LH. Sur les
fragments d’HMB, la galanine a un effet stimulateur sur la sécrétion de GnRH (Sahu et al.,
1994). Par ailleurs, la sécrétion basale de galanine semble étre d’une importance capitale
pour la sécrétion basale de GnRH (Lopez et Negro-Vilar, 1990 ; Sahu et al., 1994), car cette
dernicre est fortement diminuée en présence de galantide, antagoniste des récepteurs de la
galanine (Sahu et al., 1994).

De nombreux sites de liaisons pour la galanine sont présents sur les terminaisons de la
zone externe de I’éminence médiane (Lagny-Pourmir et al., 1992 ; Dutriez et al., 1997). La
seule étude morphologique jusqu’alors entreprise sur le sujet en microscopie électronique
(Dutriez et al., 1997), montre la présence de sites de liaisons sur les terminaisons nerveuses
de la zone externe de I’éminence médiane sans cependant pouvoir en préciser le nature. Les
travaux trés récents de Mitchell et al. (1999), permettent de visualiser 1’expression de
I’ARNm du récepteur a la galanine GalR1 dans certains neurones 8 GnRH a des moments
précis du cycle cestral. Ces résultats suggérent que des récepteurs a galanine pourraient, aprés
traduction, étre transportés vers ’éminence médiane. Par conséquent, la galanine pourrait

agir directement sur les terminaisons nerveuses a GnRH.
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La neurotensine. L’implication de la neurotensine dans la régulation de la sécrétion
de GnRH au niveau de I’éminence médiane est méconnue. La seule information dont nous
disposons est que, dans I’éminence médiane, les taux de neurotensine mesurées par push pull
cannula augmentent de mani¢re concomitante avec ceux de GnRH, chez des femelles OVX +

E, (Watanoble et Takebe, 1993).

b- Neuropeptides inhibiteurs

Les peptides opioides. L’ utilisation de la naloxone, antagoniste des récepteurs aux
peptides opioides, montre que les fragments d’HMB ou d’EM de femelles OVX ou OVX +
E,, sont encore sous I'influence des peptides opioides endogenes lorsqu’ils sont maintenus en
survie in vitro (Leaden et al., 1985 ; Kalra et al., 1987 ; Rasmussen et al., 1988 ; Sahu et al.,
1990 ; Rubin, 1993). En effet, la sécrétion de GnRH par ces fragments est fortement
augmentée sous l’influence de la naloxone (Leaden et al., 1985; Kalra et al., 1987
Rasmussen et al., 1988 ; Sahu et al, 1990 ; Rubin, 1993). D’aprés Bhat ef al. (1998), la
naloxone entrainerait, in vivo, une forte augmentation de 1’activité NOS via I’activation du
systeme glutamatergique. En effet, I’injection d’antagonistes du récepteur NMDA, inhibe cet
effet stimulateur de la naloxone sur I’activité NOS de I’APO mais aussi de ’'HMB. Les
auteurs montrent, in vitro, sur des fragments d’HMB, que e NMDA stimule ’activité NOS,
et suggerent ainsi que les peptides opioides endogenes pourraient inhiber la sécrétion de la
GnRH en empéchant la sécrétion de glutamate, et donc la stimulation de I’activit¢é NOS de
cette région. ,

In vivo, Sarkar et Minami (1995) montrent qu’il existe un rythme nycthéméral pour la
sécrétion de B-endorphine dans le sang porte hypophysaire, et qu’il y a une corrélation
inverse entre les taux de GnRH et les taux de B-endorphine mesurés dans la circulation porte.
Au cours du cycle cestral les taux de B-endorphine sont plus élevés dans la circulation porte
le matin que le soir, et cette différence est particuliérement marquée le jour du procestrus

(Sarkar et Minami, 1995).
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Les tachykinines. Les neurokinines A et B ne semblent pas étre impliquées dans la
régulation de la sécrétion de GnRH/LH; le neuropeptide 7, injecfé en
intracérébroventriculaire chez des femelles OVX, semble avoir un faible effet inhibiteur sur
la sécrétion de LH (Sahu et Kalra, 1992). La substance P a un effet peu clair sur la sécrétion
de GnRH/LH. En effet, Ohtsuka et al. (1987) montrent qu’elle a un effet stimulateur sur la
sécrétion de GnRH par des fragments d’HMB de femelles en dicestrus, ou OVX, ou encore
OVX + E; ; elle stimule également la sécrétion de LH lors d’une co-incubation de fragments
d’HMB et d’antéhypophyses de femelles en dicestrus ou OVX + E,, mais elle n’a aucun effet
sur la sécrétion de LH par des antéhypophyses incubées seules. Cependant, I’injection
intracérébroventriculaire de substance P n’a aucun effet sur la sécrétion de LH (Sahu et
Kalra, 1992). Le neuropeptide K, quant a lui, est un inhibiteur trés efficace de la sécrétion de
GnRH/LH : il inhibe la libération de GnRH par des fragments d’HMB induite par une
dépolarisation, ou encore la survenue du pic de LH induit par la progestérone lorsqu’il est
injecté en intracérébroventriculaire chez des femelles OVX + E; + P (Sahu et Kalra, 1992).
Cette action inhibitrice du neuropeptide K semblerait passer par ’activation d’un récepteur

NK-2 (Sahu et Kalra, 1992).

La corticolibérine ou CRF. Le CRF est connu pour inhiber la libération de GnRH par
les fragments d’HMB ou d’EM maintenus en survie in vitro (Nikolarakis ez al.,, 1986a;
Gambacciani et al., 1986 ; Calogero et al., 1994, 1996). Cette action du CRF semblerait
impliquer les peptides opioides endogenes, du fait qu’elle est levée en présence de naloxone
(Petraglia et al., 1987 ; Almeida et al., 1988). Par ailleurs, le CRF est connu pour stimuler la
libération de B-endorphine et de dynorphine (Nikolarakis et al., 1986b).

Régulation de la sécrétion de GnRH in vitro par les facteurs de croissance d’origine

centrale ou périphérique.
Les TGFs. En 1990, Ojeda et al. montrent que le TGF* et 'EGF stimulent la

libération de GnRH par des fragments ’EM de rate juvénile via I’activation du récepteur a

IEGF. L’ARNm de ’EGF n’étant pas exprimé dans ’hypothalamus, contrairement a celui
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Figure 4. Régulation de la libération de GnRH par le TGFo. au niveau
de 1 ’éminence médiane

3V: troisieme ventricule

Tan. : tanycyte

Cap. : capillaire

mbp : lame basale parenchymateuse



du TGF?, les auteurs en déduisent que le facteur actif in vivo serait le TGF* (Ojeda et al.,
1990). La libération de GnRH induite par le TGF* est associée a une libération de PGE,.
L’inhibition du mécanisme de transduction du récepteur & I’EGF, inhibe a la fois la libération
de GnRH et la sécrétion de PGE,, sans toutefois altérer la capacité des PGE, a stimuler la
libération de GnRH. Ceci indiquerait que le TGF® stimule la libération de GnRH via la
secrétion de prostaglandines (Ojeda et al, 1990). Alors que les neurones a8 GnRH ne semblent
pas exprimer le géne du récepteur a I’EGF, une expression de ce dernier est visible dans les
cellules gliales de I'hypothalamus (Ma et al., 1994a, 1994b). Le TGF® semblerait activer la
sécrétion de GnRH au niveau de I’éminence médiane par une activation autocrine / paracrine
des tanycytes (Ma et al.,, 1992). Cette hypothése se confirme par le fait que, in vitro,
’addition d’un milieu de culture d’astrocytes exposés au TGF%, a une culture de neurones
GT1-1, stimule la sécrétion de GnRH, alors que le TGF® ajouté directement dans cette
derniére est sans effet (Ma et al., 1997) (Figure 4.).

Un facteur autre que le TGF®%, semble aussi stimuler la sécrétion de GnRH par les
neurones GT1-1 in vitro : le TGFﬁl (Melcangi et al., 1995). Ce facteur de croissance, comme
le TGF® serait d’origine gliale (Melcangi et al., 1995). Cependant, & notre connaissance,
aucune étude n’a montré 1’expression de son ARNm dans le cerveau dans des conditions
physiologiques, et aucune étude n’a jusqu’alors été réalisée pour savoir si ce facteur avait des
sites de liaisons dans le cerveau. Par ailleurs, les TGFﬁl et [32 ne stimulent pas, contrairement
au TGF%, la sécrétion de GnRH par des fragments d’EM de rats juvéniles (Ojeda et al.,
1990).

Par contre, un autre membre de la superfamille des TGFB, I’activine, semble stimuler
la libération de GnRH in vitro & la fois par les neurones a GnRH de la lignée GT1-7
(Gonzalez-Manchon et al., 1991), et par des fragments d’hypothalamus (Calogero et al.,
1998). L’activine, initialement isolée dans les gonades (Meunier et al., 1988), est une
molécule synthétisée par certaines populations neuronales du septum et de 1’aire préoptique
(Vale et al., 1988), et son récepteur ActRII est exprimé dans divers noyaux hypothalamiques

impliqués dans la régulation de la reproduction (Cameron et al., 1994).
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Les IGFs. L’IGF-I (insulin growth factor) est un facteur de croissance périphérique
dont I’effet sur la sécrétion de GnRH in vitro est ambigiie. L’action de I’'IGF-I sur la
sécrétion de GnRH semble varier selon la partie de I’hypothalamus étudiée. En effet, Hiney
et al., (1991) montrent que ’'IGF-I est capable de stimuler la sécrétion de GnRH par des
fragments d’EM, alors qu’il aurait un effet inhibiteur sur la sécrétion de GnRH par des

fragments d’HMB (Bourguignon ef al., 1993).

Régulation de la libération de GnRH in vitro par la leptine. La leptine est une
hormone périphérique sécrétée par le tissus adipeux, impliquée dans la régulation de
nombreuses fonctions telles que I’homéostasie énergétique, le comportement alimentaire et la
fonction de reproduction (voir pour revue Buchanan et al., 1998). En 1997, le groupe de
McCann montre que la leptine module la fonction hypothalamo-hypophysaire, en agissant a
la fois sur I’hypophyse pour stimuler la sécrétion de LH et de FSH, et au niveau de I’HMB en
stimulant la libération de GnRH (Yu et al., 1997). Nous noterons qu’a fortes doses, la leptine
apparait inhiber la sécrétion de GnRH par des fragments d’HMB (Yu et al., 1997a). La
libération de GnRH induite par la leptine semblerait se faire via la sécrétion de NO, car celle-
ci est inhibée par I’ajout d’inhibiteurs de NOS dans le milieu d’incubation des HMB (Yu et
al, 1997b).

Régulation de la sécrétion de GnRH au niveau de I’éminence médiane par le NO.
Comme nous !’avons détaillé préalablement, le NO parait jouer un réle crucial dans la
régulation du systtme a GnRH du fait qu’il est le médiateur de I’action stimulatrice ou
inhibitrice de nombreux neurotransmetteurs et neuropeptides sur I’activité des neurones a
GnRH. Au niveau de 1’éminence médiane, le NO semblerait étre impliqué dans la médiation
des effets stimulateurs sur la sécrétion de GnRH, de la noradrénaline (Rettori et al., 1992,
1993, 1997 ; Canteros et al., 1996), du glutamate (Bonavera et al., 1993 ; Bhat et al., 1998),
et du NPY (Bonavera ez al., 1996), ainsi que de I’effet inhibiteur du GABA (Seilicovich et
al., 1995). ’

La stimulation de la sécrétion de GnRH par le NO au niveau de I’éminence médiane

pourrait passer par I’activation de la guanylyl cyclase directement au niveau des terminaisons
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a GnRH (Moretto et al., 1993 ; Lopez et al., 1997), ou encore par l’activation de la
cyclooxygénase et la production de prostaglandines (Rettori et al, 1992). Cet effet
stimulateur du NO sur la fonction GnRH dans I’éminence médiane semble étre admise, mais
il se pose alors la question de 1’origine de ce gaz dans cette partie de I’hypothalamus. En
effet, contrairement a la source de NO dans 1’aire préoptique qui est assurément d’origine
neuronale (Pu et al., 1997 ; Pu et al., 1998a, 1998b), la source de NO dans I’éminence
médiane est loin d’étre évidente. Dans 1’éminence médiane, I’immunoréactivité pour la
nNOS est localisée dans la zone interne, dans les fibres de neurones qui se projettent dans la
neurohypophyse (Ceccatelli et al., 1992 ; Yamada et al., 1996, Herbisson et al., 1996), et ne
recouvre jamais celle de la GnRH (Herbisson et al., 1996). Par ailleurs, une forte
immunoréactivité pour la NOS endothéliale constitutive (ecNOS) se retrouve au niveau des
capillaires du plexus porte hypophysaire (Ceccatelli et al., 1992 ; Yamada et al., 1996), a
proximité immédiate des terminaisons nerveuses des différents systémes hypophysiotropes
localisés dans la zone externe de I’éminence médiane. Ainsi la source du NO dans

I’éminence médiane reste a définir.

IL.5. Notion de plasticité neuro-gliale dans 1’éminence médiane.

En 1985, Kozlowski et Coates, étonnés de n’observer que de trés rares terminaisons a
GnRH au contact de D’espace péricapillaire chez le rat male, en déduisent que
vraisemblablement, d’importants remaniements morphologiques doivent exister au cours du
cycle cestral dans la zone externe de I’éminence médiane chez la rate. Cette plasticité pourrait
permettre aux terminaisons a GnRH de libérer leur neurohormone dans le sang porte
hypophysaire, et ainsi la survenue du pic préovulatoire de GnRH/LH [’aprés-midi du
procestrus. En 1995, au moment ot ce travail de thése a été entrepris, 1’existence d’une telle
plasticité neuro-gliale n’avait pas encore été démontrée. Les seuls travaux entrepris sur le
sujet ont été ceux de 1’équipe de King, qui a montré une variation de charge de GnRH dans la
zone externe de I’éminence médiane apres gonadectomie (King et Letourneau, 1994 ; Rubin
et King, 1995 ; King et Rubin, 1995 ; King et al., 1996).

L’éminence médiane semble cependant étre une structure capable d’une grande

plasticité. En effet, la surrénalectomie bilatérale entraine, chez le rat, un remaniement
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morphologique de la zone externe de !’éminence meédiane qui se traduit par une
augmentation du nombre de contacts neurovasculaires, associé a la diminution
proportionnelle du nombre de contacts gliovasculaires (Wittkowski et Scheuer, 1974). Par
ailleurs, 1I’éminence médiane adulte possede de nombreuses caractéristiques retrouvées dans
les tissus embryonnaires, telle que 1’expression de la molécule d’adhésion NCAM sous sa
forme polysialylée, PSA-NCAM. Cette observation témoigne d’une faible adhésion entre les
différents types cellulaires de cette région (Bonfanti et al., 1992 ; Alonso et al., 1997) et
d’une capacité, pour ces derniers a changer de morphologie (Sunshine et al, 1987).
L’expression, par de nombreuses términaisons, de Gap-43 (Alonso et al., 1997), protéine
exprimée dans le cone de croissance des neurones embryonnaires et résponsable de la
transduction des signaux intra- et extracellulaires modulant la réorganisation du cytosquelette
dans la terminaison (Benowitz et Routtenberg, 1997), est également en faveur de I’existence
d’une plasticité dans cette région.

Les épendymocytes de I’éminence médiane (tanycytes), sont caractérisés, entre
autres, par I’expression constitutive de vimentine, filament intermédiaire du cytosquelette
dont la fonction reste inconnue, mais qui est exprimé par des cellules immatures, des cellules
en mouvement, et par des cellules impliquées dans la neurogénése et la migration neuronale
(Dahl et al., 1981 ; Giordana et al., 1992 ; Pixley et Vellis, 1984). Théodosis et Poulain
(1993) emettent 1’hypothése que ’expression de la vimentine pourrait étre un marqueur de
cellules gliales sujettes a des changements morphologiques. Cette vision semble étre
renforcée par le fait qu’apres 1ésion, la régénération d’axones dans 1’éminence médiane
semble étre liée a la présence de prolongements gliaux immunoréactifs pour la vimentine, et
non pour la GFAP (glial fibrillary acidic protein) (Chauvet et al., 1998). Par ailleurs, Chauvet
et al. (1996) ont montré que les tanycytes étaient capables de promouvoir la survie et la
croissance des neurites de neurones en coculture : leur effet neurotrophique est en fait cing
fois supérieur a celui des astrocytes. De plus ces propriétés neurotrophiques des tanycytes
passent par I’expression de facteurs non diffusibles. Certains faits expérimentaux indiquent
que I’éminence médiane serait capable d’émettre des facteurs diffusibles permettant de
promouvoir la migration des neurones 3 GnRH embryonnaires greffés chez des souris

hypogonadiques adultes (Silverman et al., 1991 ; Rogers et al., 1997). D’apres une étude
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préliminaire, ces facteurs diffusibles ne seraient pas sécrétés par des cellules gliales, mais de

maniere surprenante, par les cellules endothéliales (Gibson et al., 1998).

II.6 Conclusion

Nous avons ainsi rappelé ’existence de nombreuses régulations s’exercant sur le
systeme 4 GnRH au niveau de I’éminence médiane via ’action d’intermédiaires aussi variés
que des neurohormones, des neuromédiateurs, des facteurs gliaux et des facteurs humoraux.
De plus, nous avons relaté qu’un phénomene plus général, tel que la plasticité, pouvait
participer a la régulation de la sécrétion de la GnRH dans les capillaires du plexus porte
hypophysaire. La fréquence et ’amplitude de la libération de GnRH dans le sang porte
pourrait ainsi résulter de I’intrication complexe de I’ensemble de ces modes d’influences
s’exergant au niveau des terminaisons 8 GnRH.

Lors de notre travail de thése, nous nous sommes focalisés sur deux aspects de la
régulation de la libération de GnRH au niveau de I’éminence médiane, pour lesquels de
nombreux sujets de controverse existaient.

Le premier point concerne 1’éventuelle implication d’une plasticité neuro-gliale dans
la régulation de la sécrétion de GnRH, hypothése énoncée depuis 1985, mais jamais
démontrée. Compte tenu de I’expérience du laboratoire dans les techniques
morphofonctionnelles utilisant notamment la microscopie électronique, il nous a en effet été
possible d’aborder précisément ce probléeme qui demande une quantité importante
d’observations.

Le deuxieme point concerne 1’étude précise de I'implication du NO dans la libération
de GnRH. Cet aspect nous a paru intéressant : en effet, au début de notre thése, nous avons
pu collaborer avec une équipe américaine capable de quantifier en temps réel, la sécrétion de
NO. Notre objectif était alors de déterminer la source du NO libéré au niveau de I’éminence

médiane, et d’identifier les différents facteurs susceptibles d’en induire la synthése.
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L.1.

1.2

IL.

III.

II1.1.

IIL.2.

I1L.2.

Objectifs

Confirmer ou infirmer P’existence d’une plasticité neuro-gliale
stéroido-dépendante permettant aux terminaisons a GnRH de

contacter ’espace péricapillaire le jour du proestrus chez la rate

Montrer I’existence de contacts neurovasculaires pour les terminaisons 8 GnRH le

jour du proestrus

Mise en évidence d’une plasticité morphologique pour les terminaisons 8 GnRH de la

zone externe de I’éminence médiane au cours du cycle cestral

Determiner les facteurs pouvant étre le moteur d’une plasticité

morphologique in vivo

Implication du monoxyde d’azote (NO) dans la modulation de la
libération de GnRH par les terminaisons nerveuses de la zone

externe de ’éminence médiane

Déterminer I’aptitude de I’éminence médiane a répondre a une stimulation par la

sécrétion de NO, implication sur la libération de neurohormones
Déterminer ’origine du NO sécrété par 1’éminence médiane

Déterminer 1’éventuelle implication des stéroides gonadiques dans la libération de

GnRH induite par une sécrétion de NO
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Résultats

I. Mise en évidence d’une plasticité morphologique stéroido-dépendante de

la zone externe de ’éminence médiane

L’existence d’un pic préovulatoire de GnRH dans le sang porte hypophysaire, le soir
du procestrus, responsable de la sécrétion massive de LH et de FSH induisant ’ovulation, est
connu depuis 1976 chez le rat (Sarkar, Chiappa et Fink, 1976). Mais de manicre étonnante, le
mécanisme permettant une telle libération de GnRH dans le sang porte reste mal connu :
contrairement a tous les autres systémes hypophysiotropes (Liposits et al., 1983 ; Hisano et
al., 1986 ; Ibata et al., 1986 ; Beauvillain ef al., 1984 ; Jew et al., 1984 ; Bouchaud et Bosler,
1986), les terminaisons a GnRH ne sont jamais observées au contact de la membrane basale
parenchymateuse bordant 1’espace péricapillaire. En effet, les terminaisons nerveuses a
GnRH de la zone externe de 1’éminence médiane sont le plus souvent séparées de la lame
basale parenchymateuse par des prolongements tanycytaires, qui parfois enrobent
enticrement les terminaisons. Il faut noter que cette relation étroite entre terminaisons
nerveuses et tanycytes dans la zone externe de 1’éminence médiane, semble tout & fait
particuliere au systéeme a GnRH (Ugrumov et al., 1991). Ainsi se pose le probleme du mode
de passage de la GnRH des terminaisons nerveuses aux capillaires du plexus porte. En 1985,
Kozlowsky et Coates, émettent I’hypothése de I’existence de remaniements morphologiques
permettant aux terminaisons 8 GnRH d’accéder a la membrane basale parenchymateuse,
notamment le jour du procetrus chez la femelle. De tels remaniements permettraient la
libération massive de GnRH dans le sang porte, nécessaire a la survenue du pic préovulatoire
de LH le jour du procestrus, et pourraient résulter de phénomeénes de plasticité stéroido-
dépendants. Cette hypothese n’a jusqu’alors jamais été démontrée. Seule une étude, réalisée a
I’échelle ultrastructurale, montre une augmentation du nombre de terminaisons a GnRH
immunoréactives dans la zone externe de I’éminence médiane aprés gonadectomie, mais sans

contact neurovasculaire pour les terminaisons a GnRH (King et Letourneau, 1994).
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Afin d’étudier I’éventuelle existence d’une plasticité, nous avons dans un premier
temps, entrepris de réaliser une étude a 1’échelle ultrastructurale de la zone externe de
I’éminence médiane, au cours du cycle cestral chez la rate. Grice a une technique
immunocytochimique & I’or colloidal aprés enrobage, nous avons étudié la localisation des
terminaisons @ GnRH ainsi que leur nombre et leur contenu. Cette étude a été réalisée chez
les femelle sacrifiées & 17h le jour du dicestrus II (n =4), a 9h (n =28), 10h (n=6), 13h (n =
5), 17h (n =4) et 18h (n = 6) le jour du proestrus et a 17h le jour de ’cestrus (n = 4). Afin de
pouvoir comparer les résultats obtenus chez les différents animaux étudiés, nous nous
sommes placés a un niveau antéro-postérieur de I’éminence médiane précis et peu étendu.
Notre étude de quantification s’est effectuée sur montages photographiques d’éminence
médiane, et ’analyse s’est portée sur toutes les terminaisons localisées & moins de 10 Mm de
la lame basale parenchymateuse. Pour chaque terminaison, la distance a la lame basale, la
surface de la terminaison, et le nombre de grains d’or colloidaux (qui refléte le contenu en
GnRH de la terminaison) ont été quantifiés. Par ailleurs, 1’état physiologique de chaque
animal sacrifié a été vérifié par dosage radioimmunologique de LH, d’cestrogeénes et de
progestérone plasmatiques. Tout animal comportant un profil hormonal anormal a été éliminé
de I’étude. Au total 37 animaux ont été étudiés . Cette premiére approche correspond a notre

premiere publication (Article 1).

Compte tenu des résultats de ce premier travail, qui laisse fortement supposer
I’existence d’une plasticité morphologique sans la démontrer définitivement, nous avons
entrepris d’aborder la question en utilisant une approche permettant de suivre sur plusieurs
microns 1’évolution des terminaisons nerveuses par rapport & la membrane basale
parenchymateuse. Dans ce but, nous avons réalis¢é un suivi sur coupes sériées des
terminaisons & GnRH situées & moins de 5 um de la lame basale parenchymateuse.
Parall¢lement, nous avons quantifi¢é le pourcentage d’évagination de la lame basale
parenchymateuse sur montage photographique de 1’éminence médiane. Ce travail a €té
entrepris chez des rates en dicestrus II (n = 3) et en procestrus (n = 4) sacrifiées entre 15h et
16h (Article 2).
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SEMI-QUANTITATIVE ULTRASTRUCTURAL ANALYSIS OF
THE LOCALIZATION AND NEUROPEPTIDE CONTENT OF
GONADOTROPIN RELEASING HORMONE NERVE
TERMINALS IN THE MEDIAN EMINENCE THROUGHOUT
THE ESTROUS CYCLE OF THE RAT
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Abstract—The ultrastructural appearance of gonadotropin releasing hormone-immunoreactive elements
was studied in the external zone of the median eminence of adult female Wistar rats. On the one hand, the
purpose of the study was to determine the distribution of gonadotropin releasing hormone terminals
towards the parenchymatous basal lamina at the level of hypothalamo-hypophyseal portal vessels, through-
out the estrous cycle. On the other hand, we have semi-quantified the gonadotropin releasing hormone
content in nerve terminals or preterminals during this physiological condition. A morphometric study was
coupled to a colloidal 15 nm gold postembedding immunocytochemistry procedure. Animals were killed
at 09.00 on diestrus II, 09.00, 10.00, 13.00, 17.00 and 18.00 on proestrus and 09.00 on estrus (n=4-8
rats/group). A preliminary light microscopic study was carried out to identify an antero-posterior part of
median eminence strongly immunostained by anti-gonadotropin releasing hormone antibodies but which
was, in addition, easily spotted. This last condition was necessary to make a good comparison between
each animal. Contacts between gonadotropin releasing hormone nerve terminals and the basal lamina were
observed only the day of proestrus. Such contacts, however, were rare and in the great majority of cases,
gonadotropin releasing hormone terminals are separated from basal lamina by tanycytic end feet. The
morphometric analysis showed no significant variation in average distance between gonadotropin releasing
hormone terminals and capillaries throughout the estrous cycle. Consequently, it did not appear that a
large neuroglial plasticity exists during the estrous cycle. However, the observation of contacts only on
proestrus together with some ultrastructural images evoke the possibility of a slight plasticity.

The semi-quantitative results show that the content of gonadotropin releasing hormone in the nerve
endings presented two peaks on proestrus: one at 09.00 (23£5 particles/um?, P<0.03) before the onset
of luteinizing hormone surge, and the second at 18.00 (162 particles/um?, P<0.01) concomitantly with
the luteinizing hormone surge, when compared to baseline values on proestrus 10.00 (8 + 1 particles/um?).

© 1998 IBRO. Published by Elsevier Science Ltd.

Key words: LHRH, tanycytes, plasticity, median eminence, hypothalamus, proestrus.

Gonadotropin releasing hormone (GnRH) is released
into the hypophyseal portal vessels from neuroendo-
crine terminals localized in the zona externa of the
median eminence (ME). GnRH is then transported to
the anterior pituitary where it modulates the syn-
thesis and secretion of gonadotropins, which are
essential to gonadal function and reproductive
success. It is well established that the proestrus
surge of GnRH in rat,!?3"#1483! byt also in other
species’37°>¢0 provides a neural trigger for the
preovulatory luteinizing hormone (LH) and follicle
stimulating hormone surges that, in turn, induces
ovulation.®® The GnRH/LH surge on the after-

Abbreviations: EDTA, ethylenediaminetetra-acetate; FITC,
fluorescein isothiocyanate; GnRH, gonadotropin releas-
ing hormone; LH, luteinizing hormone; ME, median
eminence; RIA, radioimmunoassay; TBS, Tris-buffered
saline.

noon of proestrus has been, up to now, difficult to
link to the pattern of GnRH gene expres-
sion 22:34:36,40.44,45,5361 The precise relationship be-
tween GnRH biosynthesis, GnRH transport into the
axons and GnRH release during the estrous cycle is
not well defined. Different regulations may occur not
only at the cell body level'” but also at the nerve
ending level.!7?*3® Receptors for different neuro-
modulators have been shown in the ME®!*!5 also
local glia have been expected to play a crucial
role.?’-32:33 Surprisingly, the mechanism allowing the
passage of the GnRH from the nerve terminal into
the capillaries of the primary plexus of the hypo-
physeal portal vessels remains unknown. Indeed,
tanycytes envelop GnRH nerve terminals and
prevent, via their end feet, GnRH neurosecretory
endings from contacting directly the perivascular
space.?”>¢ This arrangement seems to be particular
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to GnRH axons, as it has not been observed for nerve
endings of other neuroendocrine neurons.>® Thus, it
appears probable that tanycytes of the ME play a
significant role in the regulation of GnRH se-
cretion.?” Kozlowski and Coates?” have shown in the
male rat, the existence of very rare GnRH terminals
contacting directly the perivascular space. These
authors predicted that the number of contacts would
be greater in the female rat during the afternoon of
proestrus or after castration when increased GnRH
release occurred. Indeed, a study reveals that gona-
dectomy induces dynamic transformations of GanRH
terminals,>® suggesting that in experimental con-
ditions a plasticity of the external part of the ME
might exist. This plasticity suggests that GnRH nerve
endings and/or tanycytes are able to move under
deprivation of gonadal steroids. However, the prob-
lem of the existence of a plasticity in physiological
conditions remains to be proved. A preliminary
study, using confocal microscopy,?® seems to indicate
that modifications of tanycytes may occur during
the estrous cycle. However, taking into account the
thickness of most tanycytic processes separating
GnRH nerve endings from the perivascular space,
only an analysis at the ultrastructural level of dy-
namic transformations during this period can give
an answer to this question.

Consequently, the present morphological study
was carried out at the electron microscopic level and
closely examines and compares variations in localiz-
ation and aspect of individual GnRH terminals in the
external zone of ME at the different periods of the
estrous cycle and especially during proestrus. Con-
currently, periovulatory variations of GnRH con-
tents in neurosecretory nerve endings were analysed
in order to determine their respective temporal re-
lationships with well known gonadotropin surges.
Our semi-quantification of GnRH at the electron
microscopic level was permitted by the use of a
colloidal gold (15 nm) postembedding method. Prior
to the ultrastructural analysis, the rostrocaudal level
of the studied area was defined by light microscopy.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals

Female Wistar rats (200-250 g; CERJ, Paris, France)
were maintained on a 14 h light, 10 h dark schedule (lights
on at 05.00), with food and water available ad libitum. For
light microscopy two female rats randomly cycled were
used. For the electron microscopic study, estrous cycles
were monitored by daily inspection of vaginal cytology.
After at least two complete four day cycles, the 37 animals
used for the experiment were divided into seven groups,
representing different phases of the periovulatory period.
The groups were as follows: proestrus 09.00 (eight animals),
proestrus 10.00 (six animals), proestrus 13.00 (five animals),
proestrus 17.00 (four animals), proestrus 18.00 (six ani-
mals), estrus 09.00 (four animals), and diestrus 09.00 (four
animals). The groups were chosen to coincide with times
when the GnRH release in the portal blood is known to rise
(proestrus 13.00-17.00) and reach a peak (proestrus 18.00),
and for comparison during the morning on each day of the

cycle (proestrus 09.00, proestrus 10.00, estrus 09.00, diestrus
09.00) when GnRH release is likely maintained at a basal
rate.*” The time points were also chosen to represent cycle

stages in which the steroid environment is different:'® prior -

to preovulatory estrogen secretion (diestrus 09.00), during
preovulatory estrogen secretion (proestrus 09.00-18.00),
during the proestrus progesterone surge {proestrus 17.00-
22.00), and following the proestrus progesterone surge
(estrus 09.00).

The animals were adult rats of 3.5 to four-months-old.
This point should be taken into account since previous
research has shown that in female rats the mediobasal
hypothalamus seems to be mature when animals were at
least 40-days-old.!?

Tissue preparation

Light microscopy. Each animal was anaesthetized and
transcardially perfused with 900 ml of freshly prepared
mixture of 0.2% picric acid, 4% paraformaldehyde, in 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.4. The brain with the pituitary
attached was dissected and immersed in the same fixative
for one additional hour at 4°C. The tissues were then
washed overnight in Coons veronal buffer (0.05 M, pH 7.4,
20% sucrose), embedded in Tissue Tek (Miles inc. Diagnos-
tics Division, Elkhart, U.S.A.) and frozen in liquid nitrogen.
Sagittal or frontal sections were cut on a cryostat (section
thickness S pm). The sections were mounted on chrome-
alum/gelatine-coated slides and briefly air-dried.

Electron microscopy. Animals were decapitated. Hy-
pothalamus were rapidly removed, and fixed by immersion
in a mixture of 2% paraformaldehyde, 0.2% picric acid,
0.1% glutaraldehyde, in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4,2 h
at 4°C. Pieces of tissue were postfixed for 1 h at room
temperature with 1% OsO, in phosphate buffer, and were
embedded in Araldite after dehydration.

Ultrathin sections (80-90 nm-thick) were always taken
from the same antero-posterior part of the ME. Semithin
sections (1-2 pum-thick) permitted progressively to approach
the portion to be studied.

Immunocytochemistry staining procedures

Light microscopy. The sections were processed for the
immunofluorescence method. The primary antiserum was
diluted in a 0.1 M Tris-buffered saline (TBS) containing 1%
normal sheep serum and 0.3% Triton X-100. Briefly, sec-
tions were incubated overnight at room temperature with
rabbit anti-GnRH (1/4000). Antigen-antibody binding sites
were visualized using fluorescein isothiocyanate (FITC)-
linked sheep anti-rabbit immunoglobulins (Amersham, Les
Ulis, France) in a final dilution of 1/200 in Tris-buffered
saline as above (90 min at room temperature).

Electron microscopy: postembedding immumocytochem-
istry. Ultrathin sections were treated using the immunogold
procedure as previously described.® Briefly, after a prelimi-
nary treatment with H,O, (10%, 8 min) the grids were
floated on the following reagents and washing solutions: (i)
rabbit anti-GnRH (1/10,000) in TBS (0.1 M; pH 7.4) con-
taining 1% bovine serum albumin, and 1% normal goat
serum for 60 h at 4°C; (ii) TBS to remove excess antibodies
(3 x 10 min); (iii) colloidal gold (15 nm)-labelled goat anti-
rabbit immunoglobulins (Amersham, Les Ulis, France) 1/50
in TBS for 90min at room temperature; (iv) TBS
(3 x 10 min); (v) distilled water (2x 10 min). The sections
were also counterstained with uranyl acetate and lead
citrate before observation. Studies on the specificity of the
GnRH antiserum have been previously described.®’

As the ultrathin sections from the 37 studied animals were
not treated at the same time, two animals were chosen as
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Table 1. Mean (+S.E.M.) number of gonadotropin releasing hormone terminals per 100 um of basal lamina, and number
of gold particles per pm? of gonadotropin releasing hormone terminal throughout the estrous cycle

Estrous cycle

Number of immunoreactive nerve terminals

Number of gold particles per um? of nerve

stages n per 100 pm of basal lamina terminal

d<10 d<5 d<2 d<10 d<35 d<2
Diestrus 09.00 4 13.3+2.3 6.0£0.7 28+0.5 9.5+£2.0 7.2+3.2 4510
Proestrus 09.00 8 26.8+£10.0 8.1+£1.8 4.0%£09 26.3£54* 22.1+£5.3* 21.0+5.6*
Proestrus 10.00 6 21.0+6.0 9.3%22 29+1.0 7.6+0.8 7.1£04 63+14
Proestrus 13.00 5 15.1£2.9 7.6£1.3 2.7£0.5 8.1+1.8 7.3x1.3 58+1.3
Proestrus 17.00 4 16.2+£2.6 7.5+£0.7 2.1+0.7 159+7.1 23.1+16.5 8.62+2.1
Proestrus 18.00 6 45+ 11.7%* 15.5+£39 5.8£2.0 15.7 £ 2.4%* 13.8£2.9%* 13.1£2.3%*
Estrus 09.00 4 14.6+23 6.5+£0.7 2.6£04 72+1.8 65+1.5 52+14

The analysis is led at the 10 pm (d<10), 5 um (d<5), 2 pm (d<2) intervals from the basal lamina.
*significant difference (P<0.05) between proestrus 09.00 and diestrus 09.00, proestrus 09.00 and proestrus 10.00.
**significant difference (P<0.05) between proestrus 18.00 and proestrus 13.00, proestrus 18.00 and estrus 09.00.

controls and were added in each immunocytochemical
manipulation in order to verify the reproducibility of the
technique.

Quantitative analysis

The morphometric analysis was carried out blindly on
electron microphotograph montages of immunostained ul-
trathin sections that included the whole ME. Two montages
of 30-40 microphotographs of the largest field of the ME
external zone were made per animal (n=37) from ultrathin
sections separated from 10 pm each other. The photographs
were taken at an original magnification of 7000 X ; they were
further magnified to 21,000 x by printing.

Measures. For each of the montages, made of 1.5-4 m of
length, we counted the number of immunostained GnRH
terminals. The work was confined to a distance of 10 um or
less from the basal lamina. For each of the GnRH-labelled
nerve endings, we measured: i) the sectioned area, ii) the
number of gold particles, and iii) the minimum distance
between the nerve terminal membrane and the parenchyma-
tous basal lamina. On estrous (n=4), diestrous (n=4) and
proestrous (n=29) female rats, a total of 194, 139 and 1554
immunoreactive terminals were analysed, respectively. In
each montage we also counted the number of non-
immunoreactive terminals in contact with the basal lamina.
A cartographer’s wheel was used to measure the length of
the parenchymatous basal lamina. The sectioned area of
each nerve terminal was measured manually with graph

paper.

Exploitation of results. The number of immunoreactive
terminals counted in a photomontage were divided by the
basal lamina length (contained between 107 and 349 pm)
and multiplied by 100 to obtain the number of immuno-
reactive terminals per 100 pm of basal lamina. The same
procedure was used to calculate the number of non-
immunoreactive terminals in contact with the basal lamina
per 100 um of basal lamina. The number of gold particles
per pm? of nerve terminal was considered to be proportional
to the GnRH content and was consequently used for the
semi-quantification of this neuropeptide. Finally, the values
obtained from the two photomontages per animal were
averaged and in the different groups the data (distance to
the basal lamina, number of immunoreactive terminals per
100 pm of basal lamina, number of gold particles per pm? of
nerve terminal, and number of non-immunoreactive termi-
nals in contact with the basal lamina per 100 um of basal
lamina) were expressed as mean (+S.E.M. for n animals)
(Tables 1, 2, Figs 6, 7). A Mann-Witney*® U-test was
performed on Sigmastat (Jandel Scientific) for statistical

Table 2. Relation between the content of gold particles in
immunostained nerve endings and the number of immuno-
labelled terminals

Number of gold Number of GnRH
particles per pm? terminals per 100 pm
of nerve terminal n of basal lamina
<14 26 18+2

>14 11 43411

Our quantification studies showed that the increase in
number of immunolabelled GnRH terminals is parallel to
the increase in gold particle content (£<0.03).

analysis. Differences between two groups were considered as
significant when the P value was inferior to 0.05.

Quantification analysis of the control animals permitted
us to verify the reproducibility of the immunostaining
procedure and of the counting: intra-experiment and inter-
experiment variabilities with regard to the number of immu-
noreactive terminals per 100 ym of basal lamina were 4.4%
and 9.6%, respectively, and with regard to the number of
gold particles per um? of nerve terminal were 8.8% and
16.6%, respectively.

Radioimmunoassays

After decapitation, to verify the physiological stage of
each animal, trunk blood was collected into vials containing
0.5ml of 0.3 M EDTA and centrifuged. Plasma were stored
at —20°C until LH, estrogen, and progesterone radio-
immunoassay (RIA).

Plasma LH levels were measured using materials supplied
by the NIDDK rat pituitary hormone distribution program
(Baltimore, MD) and values expressed in terms of the LH
pituitary reference preparation RP3. Assay sensitivity was
0.02 ng/tube, and intra-assay and inter-assay variances were
6% and 8.5%, respectively.

Plasma estradiol was measured using a RIA kit optimized
for the direct quantitative determination of very low con-
centrations of 17B estradiol in human serum and plasma
(e.g., in children), purchased from SORIN Biomedica
(Antony, France). Assay sensitivity was 0.2 pg/tube and
intra-assay and inter-assay variances were 5.6% and 7.3%,
respectively.

Progesterone levels were measured in plasma samples
without extraction, using a RIA kit purchased from SORIN
Biomedica (Antony, France). Assay sensitivity was 5 pg/
tube and intra-assay and inter-assay variabilities were 5.5%
and 8.1%, respectively.
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RESULTS

Light microscopic analysis: determination of the area
of electron microscopic study

GnRH immunolabelling of the ME was observed
at different antero-posterior levels in light mi-
croscopy. The rat ME extended over 2.5 mm from
the most rostral to the most caudal part (Fig. 1A).
GnRH immunoreactivity was very intense posterior
to the x section (Fig. 1A), in the dorsolateral part of
the ME (Fig. 1B); at y (Fig. 1C), the pituitary stalk
just became distinct from the base of hypothalamus
but still remained attached by tissue including capil-
laries of the hypophyseal portal vascular system. At
this level the immunoreaction was still very intense
and similar to the labelling observed in the dorso-
lateral part of ME (x cutting plan) where studies
were usually made. After the y, the GnRH immuno-
reactivity decreased very rapidly (Fig. 1A).

The electron microscopy study was carried out at
the y level (Fig. 1A, C). Indeed, the y level can be
easily spotted and constitutes a landmark for each
animal strongly immunostained by anti-GnRH anti-
bodies. Ultrathin sections were taken in each animal
exactly in this same antero-posterior part of median
eminence (within about 20 um) permitting a good
comparison between each animal.

Immunocytochemistry observations at the electron
microscopy level

As expected, the external zone of the ME, selected
for the present study exhibited a high number of
labelled nerve endings. In our experimental con-
ditions, colloidal gold particles representing GnRH
immunoreactivity were observed exclusively in nerve
endings. The labelling was observed on some large
dense-core secretory granules, but also in axoplasm
and mitochondria (Fig. 2). All other cellular ele-
ments, including immediately adjacent terminals,
tanycytes, and capillaries, showed in most cases no
labelling (Figs 2, 3). Observations of serial sections,
only used to verify the specificity of the labelling,
indicated that the GnRH immunostaining could be
considered as specific when at least three 15 nm gold
particles were found in a medium-sized nerve termi-
nal (about 1.6-2pum?) (Fig. 3). At every stage of
estrous cycle, many GnRH nerve terminals were
frequently observed in immediate proximity to the
fenestrated capillaries, but they were mostly
separated from the parenchymatous basal lamina by
tanycytic processes of variable thickness (Fig. 2). In
some cases, GnRH nerve endings appeared to be
included within tanycytes (Fig. 2A), whereas, in other
cases, a slight space between two plasmatic mem-
branes of tanycytic end feet seems to form a passage
from the nerve terminal to the pericapillary space
(Fig. 2B). Only at the day of proestrus, direct con-
tacts between GnRH nerve endings and basal lamina
of the pericapillary space were observed (Fig. 4).

Apparently different types of contact were observed

on single ultrathin sections: most of them were estab-

lished on a small surface of the axoplasmic mem-
brane (Fig. 4A-C). In many cases, single GnRH
neuroendocrine terminals presenting a long process
were observed in contact with the basal lamina (Fig.
4A). Conversely, evaginations of the basal lamina
towards GnRH nerve terminals were frequently
observed. In some cases the observation of serial
ultrathin sections showed that the evaginations
sometimes contact nerve terminals (Fig. 5B). Finally
some contacts were observed on a large surface
of axoplasmic membranes but they were very rare
(Fig. 4D).

Quantitative analysis

The analysis was carried out at the 10 um (d<10),
5 um (d<S5), and 2 pm (d<2) intervals from the basal
lamina and the results detailed on Tables 1, 2.

Distance. The average distance of immunolabelled
nerve terminals from the basal lamina did not sig-
nificantly vary either as a function of estrous
cycle stages, or as a function of proestrous hours.
This average distance was 5.32+0.14 pm (n=37
animals).

Size. The average surface of GnRH terminals did
not significantly vary either as a function of estrous
cycle stages, or as a function of proestrous hours
(d<10 um, average area: 1.6+0.1 pm?). This study,
however, allowed us to observe that the surface
of individual nerve boutons was greater when they
came near to the basal lamina (d<5pum, average
surface: 2.1+0.2 pm?; d<2pm, average surface:
2.9+0.3 um?; U-test, d<5vs d<2: p<0.05; d<10vs
d<2: P<0.0001).

Number of immunodetected terminals. The number
of immunoreactive terminals per 100 pm of basal
lamina rose dramatically between 13.00 and 18.00 of
proestrus (P<0.05, Table 1, Fig. 6) for the terminals
confined to a distance of 10pum from the basal
lamina.

Content of gonadotropin releasing hormone. When
considering the terminals confined to a distance of
10 pm from the basal lamina, the number of gold
particles detected in immunoreactive terminals varied
on the day of proestrus (Table 1, Fig. 7). The number
of gold particles per um? of terminal was greatest at
09.00 of proestrus and fell dramatically at 10.00 of
proestrus (P<0.03; Fig. 8). The number of gold
particles per um? reached a new peak at 18.00 of
proestrus  (P<0.01). When considering GnRH
terminals at 5 um and 2 pm intervals from the basal
lamina these two peaks of GnRH content were also
significant.
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Fig. 1. Light microphotographs obtained from parasagittal (A) and coronal (B-C) sections of female rats

hypothalamus including the median eminence. (A) The arrow x allows to localize the cutting plan of B

while arrow y corresponds to C. The immunostaining for GnRH (FITC) is visible in the external zone of

the ME. In the plane of C which can be easily spotted, the reaction is at least as intense as in B. *Third
ventricle; Scale bar=200 pm.
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Fig. 2. Electron micrographs of GnRH-immunoreactive terminals (large arrowhead) localized in the external zone of ME

of female rats at immediate proximity of fenestrated capillaries (cap.). GnRH terminals (large arrowheads) are separated

from the parenchymatous basal lamina (little arrow) by tanycytic processes (Tan.) and seem in some cases included in the

ependymal process (A-B). Occasionally a slight space between two plasmatic membranes of tanycytic end feet (medium-

sized arrowheads) suggests possibilities of passage from the nerve terminal to the pericapillary space (p.s.) (B). Little
: arrowhead, endothelial basal lamina. Scale bar=1 pm.
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Fig. 3. Adjacent ultrathin sections (A, B) incubated with anti-GnRH. In this example, the nerve terminal

(arrowhead) in contact with the basal lamina (arrow) shows GnRH immunoreactivity on both adjacent

sections while no background is present. Such observations have permitted to see that the presence of only

three gold particles in the nerve ending is sufficient to characterize the terminal as a GnRH one. p.s.,
pericapillary space. Scale bar=0.5 pm.

Number of terminals as a function of neuropeptide
content. A relation between the number of immuno-
reactive terminals and the number of gold particles
per pm? of terminal was established (Table 2). All the
animals studied (n=37) were grouped into two popu-
lations. The mean value of gold particles per area of
nerve ending (14 particles/um?) was chosen as the
cut-off value. A first population was established when
the mean values of gold particles was greater than 14
particles/um®. A second was established when the
mean values of gold particles was less than 14
particles/um®. In the first population the number of
immunodetected terminals was significantly higher
than in the second population (Table 2, P<0.03).
Thus, it appears that the number of immunoreactive
terminals observed was significantly linked to their
content of GnRH.

Number of non-immunoreactive terminals apposed
to the basal lamina. Some unlabelled terminals were
observed in contact with the basal lamina. The
number of unlabelled terminals in contact with the
basal lamina per 100 um of basal lamina (5.3%+0.7
terminals, n=37) did not vary significantly through-
out the estrous cycle.

Preovulatory hormone secretions

Average plasma LH, estrogen, and progesterone
levels as determined by RIA were typical for all of
the estrous cycle time points that were examined
(Fig. 9). The LH levels remained low (0.80+
0.08 ng/ml) between diestrus 09.00, and proestrus
13.00 and they reached values typical for the apex
of the LH surge (14+2 ng/ml) at proestrus 18.00.
After 18.00 on proestrus, LH levels fell dramatically
and returned to baseline values (0.4240.09 ng/ml)
by estrus 09.00. Average estrogen levels were very
high the day of proestrus, reached a peak at 09.00
(61.94 8.8 pg/ml) and fell at 10.00 (36.1 £4.5 pg/ml,
P<0.05). At 13.00 on proestrus estrogen levels
(60.5+12.0 pg/ml) seemed to reach a new peak. The
estrogen levels completely returned to baseline
values by estrus 09.00 and diestrus 09.00 (4+2 pg/
ml). These results are in accordance with those of
Butcher et al.'® Average progesterone levels reached
two peaks during the estrous cycle. As shown pre-
viously'© the first peak occurs during the afternoon
of metestrus and morning of diestrus (47.3+5.5 ng/
ml at diestrus 09.00). The second peak occurs dur-
ing the late afternoon of proestrus (38.5+8.4 ng/ml
at proestrus 18.00).
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Fig. 4. Electron micrographs of ultrathin sections showing the different types of contacts (arrow) observed between
GnRH-immunoreactive nerve terminals and the parenchymatous basal lamina the day of proestrus. The majority of them
were established on a small surface of the axoplasmic membrane (A-C). Some GnRH neuroendocrine terminals
(arrowhead) (A) presents a long process making contact with the basal lamina: in the present illustration some gold particles
are visible in the process. Contacts were sometimes established on a large surface (D) of axoplasmic membrane but such
observations are rare. p.s., pericapillary space. Scale bar=1 pm. )
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nerve terminal (arrowhead) is detected on both sections. An evagination of the parenchymatous basal
lamina (*) is pointed towards the GnRH terminal in (A) and comes in contact in (B). Scale bar=0.5 pm.

DISCUSSION

Methodological considerations

The morphological study of the external zone of
ME during the estrous cycle seems possible using two
major approaches: confocal microscopy and electron
microscopy. In fact, many arguments led us to use
electron microscopy. Given the very slight thickness
of some tanycytic processes separating GnRH nerve
endings from the basal lamina, it seems difficult to
visualize them using confocal microscopy. Moreover,
in confocal microscopy, anti-vimentin antibodies are
often used to differentiate tanycytes,'® but in fact,
when this immunostaining is observed at the electron
microscopic level (personal observation) the very thin
processes are rarely labelled. This led us to think that
thin processes cannot be observed using confocal
microscopy. Therefore, a study of neuropeptidergic
content of nerve terminals is almost impossible at the
confocal microscopic level, while at the electron
microscopic level, if the necessary controls and pre-
cautions are observed, the use of a postembedding
immunogold procedure allows a precise semi-
quantification of GnRH nerve ending contents. Con-
sequently, we have chosen the electron microscopic
approach to evaluate: first, the possible periovulatory
variation of the distance between the GnRH

terminals and the parenchymatous basal lamina, and
second, the content of GnRH in the nerve terminals.
A direct link should exist between the number of gold
particles and the number of GnRH molecules present
in a neurosecretory immunolabelled nerve ending,
since no signal amplification was used during the
immunocytochemical procedure. As previously men-
tioned, the study of GnRH content of nerve termi-
nals is semi-quantitative. A loss of GnRH molecules
may occur during the inclusion procedure, but this
loss is homogenous for all the populations studied
because each brain was submitted to a strictly iden-
tical inclusion procedure. Finally, in each immuno-
cytochemical experiment two control animals
were added making it possible to verify the repro-
ducibility of the technique. To date, a majority of
authors?>2752:3¢ have used the pre-embedding immu-
nocytochemistry technique to study GnRH nerve
endings in the external zone of ME. This technique
may have a better sensitivity to detect GnRH pre-
terminals or terminals than postembedding im-
munocytochemistry procedure but presents some
drawbacks: (i) the necessity of making Vibratome
slices which often creates some problems in preser-
vation, (ii) the conservation of membranes may be
altered by the use of detergent often necessary to
strengthen the antibody penetration, (iii) antibodies
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Fig. 6. Changes in the number of immunoidentified GnRH

nerve terminals per 100 pm of basal lamina throughout

the estrous cycle. Note the maximum number of immuno-

reactive GnRH nerve terminals at 18.00 proetrus (Pro) (a
versus b, P<0.05).
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Fig. 7. Changes in the number of gold particles per um? of
GnRH terminal throughout the estrous cycle. Significant
differences (P<0.05) among average values in different
groups are noted as a versus b, and c versus d. As illustrated
in Fig. 8, higher concentrations of gold particles are ob-
served the day of proestrus: first at proestrus 09.00, far
before the start of GnRH/LH surge, second at proestrus
18.00 during GnRH/LH surge.

are visualized with 3,3-diaminobenzidine and the
precipitate obtained is often diffuse and always
unquantifiable.

The choice of a caudal antero-posterior plane in
our study offers two advantages: (i) the possibility of
making a true comparison between animals (see
Experimental Procedures), (ii) the existence of high
immunostaining. Moreover, caudal ME has been

shown to be more involved in the adenohypophysis
regulation than rostral ME.?

Morphological considerations

This work clearly shows that contacts between
GnRH terminals and the parenchymatous basal
lamina exist at proestrus. Existence of such contacts
suggests that GnRH can pass directly in the lumen of
fenestrated capillaries of portal blood vessels. Even if
this notion is commonly admitted®>2>27-3%%9 the
evidence of contacts have never been positively
demonstrated. Kozlowsky et al?’ have shown one
microphotograph of an apposition between a GnRH
terminal and the basal lamina in the male rat, using
a 3,3'-diaminobenzidine pre-embedding immuno-
cytochemistry method. These authors were, however,
surprised by the great rarity of such images and
predict that the number probably varies in the female
according to the level of ovarian steroids during the
estrous cycle and might be higher during proestrus.
In fact, in our study using female rats, we have clearly
demonstrated that contacts could be visualized only
during proestrus. In the great majority of cases,
GnRH terminals are still separated from basal
lamina by tanycytic end feet. Even when the contacts
exist, they are very often difficult to observe since
they occur on a very small surface. The absence of
observations of contacts during the diestrus and the
estrus might be related with nadir GnRH levels
measured in portal blood at these stages.*® Indeed,
the number of immunolabelled nerve endings ap-
posed to the basal lamina may be even fewer at these
stages and therefore the probability to detect them
becomes very small. The morphometric analysis did
not show a variation of the average distance between
GnRH terminals and capillaries throughout the
estrus cycle. Therefore, our results, obtained in
physiological conditions, are different to results
obtained in a previous experimental work.?* King
and Letourneau®® have shown that the distance
separating GnRH nerve endings from capillaries
varied significantly as a function of both sex and time
after gonadectomy. Thus, it appears that contrary to
castrations, in physiological conditions and at the
level of the hour, the existence of important neuro-
plastic changes in the GnRH apparatus cannot be
observed in the external part of the ME. Our findings
are also in direct disagreement with a preliminary
observation®® using confocal microscopy, suggesting
the existence of large plastic changes of tanycytes and
GnRH terminals the day of proestrus. The plastic
changes observed by the authors may be due, not to
tanycytic process movements but to a steroido-
dependent expression and distribution of the
molecule used to differentiate tanycytes, whereas the
tanycytic end feet themselves, as shown by our re-
sults, might not significantly move. Our personal
observations made at the ultrastructural level have
shown that anti-vimentin antibodies, often used to
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Fig. 8. Electron micrographs of GnRH-immunopositive terminals from female rats killed on 09.00 proestrus (A), 10.0

proestrus (B), 13.00 proestrus (C) and 18.00 proestrus (D). The number of gold particles in GnRH nerve terminals is
higher at 09.00 (A) and 18.00 proestrus (ID) than at 10.00 (B) and 13.00 procstrus (C). Scale bar=0.5 um.
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differentiate tanycytes at the light microscopic level,
do not label all thin tanycytic processes. However, we
cannot rule out that the neuroglial plastic changes
might take place very rapidly (on a 10 min scale)
explaining our statistical absence of variations when
observations are made every hour. In this case, these
rapid changes would appear very different from the
synaptic remodelling observed in the rat arcuate
nucleus during the estrous cycle, which takes place
in 48h for a complete cycle of denervation and
reinervation of neurons.*®

Even if our findings are not in favour of the
existence of large neuroglial plastic changes in the
GnRH apparatus at the level of the hour, the exist-
ence of a slight plasticity can not be excluded. Indeed,
the fact that contacts are only observed in proestrus
plus the fact that long processes emerging from
GnRH terminals towards the basal lamina or, con-
versely that evaginations of this latter toward GnRH
nerve endings are frequent, suggest the existence of
reciprocal attractions between the two structures and
lead to the notion of slight plasticity. This notion
implies that some tanycytes are able to move very
slightly permitting GnRH terminals or more prob-
ably to thin processes emerging from GnRH termi-
nals to access to the basal lamina. A cytoskeleton
remodelling of tanycytes could permit this phenom-
enon. The hypothesis of the existence of a slight
neuroglial plasticity in the external zone of ME is
supported by the fact that thc expression of the
polysialylated isoform of neural cell adhesion mol-
ecule persists in adult animals at the level of this
brain area.® The presence of this molecule has been
proposed as a marker for neuronal and/or glial

#), estradiol (@--®), and progesterone

M) in rats killed at different estrous cycle stages. Vertical bars indicate +S.E.M.

plasticity in adult systems.>® The slight plasticity of
tanycytes might be induced directly by steroids, since
estrogen receptors seem to be expressed in these
ependymal cells.”® In addition we cannot rule out
that other substances might act on tanycytes via a
paracrine mechanism. This last hypothesis can be
supported by the presence of opioid receptors or
specific peptidases on tanycyte membranes.%!>%7

In our study, the number of GnRH-immuno-
reactive terminals varies during the estrous cycle. The
statistical analysis shows that the increase in the
number of immunoreactive nerve endings is paral-
leled by a general increase in GnRH content. These
findings suggest that the increase in number is essen-
tially linked to the variation of the GnRH content in
the nerve terminals of the ME throughout the estrous
cycle. In fact, it is probable that nerve endings
containing GnRH under the threshold of immuno-
detection in certain periods of the estrous cycle only
become detectable when GnRH content increases.
Thus, among unlabelled terminals observed in appo-
sition with the basal lamina, some could belong to
the GnRH apparatus but are under the threshold of
immunodetection. Otherwise, variations in the dis-
tance between immunolabelled GnRH nerve endings
and basal lamina observed in gonadectomized ani-
mals®® may be due, not exclusively to different factors
locally produced and having a direct action as pro-
posed by some authors,?® but also to variations of
GnRH content in nerve endings. This hypothesis is
strengthened by the fact that after gonadectomy, the
shorter distances measured for GnRH terminals and
the basal lamina are correlated with an increase in
LH secretion. This increase is observed both in males
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and females and consequently with an enhanced
activity of the GnRH axis which may lead to an
increase in GnRH content and thus, to an increase in
the GnRH immunodetection at the ME level.

Gonadotropin releasing hormone immunoreactivity
quantification

Our semi-quantitative results obtained at the elec-
tron microscopic level demonstrate that content of
GnRH in individual terminals varies throughout the
estrous cycle and particularly during proestrus. It
should, however, be mentioned that in a previous
work, made at the light microscopic level, no differ-
ences were observed.*® In fact the comparison of the
two results is difficult since, in addition to differences
in the approach, the age and portion of the ME
which was analysed were also different.*

Our results strikingly demonstrate that the neuro-
peptide content in the GnRH nerve endings is char-
acterized by a peak on the day of proestrus at 09.00,
then decreases, with a second peak at 18.00. Concern-
ing the peak at 18.00, our findings are in accordance
with many studies that have shown a peak of GnRH
in the portal blood'*2%4148:51 or in the mediobasal
hypothalamus'>!%? at 18.00 of proestrus, using a
RIA approach. For the peak of 09.00, some authors
have made measures in the morning of proestrus.
However, the present results are in accordance with a
previous study of Araki et al.,' showing that GnRH
content of the mid-hypothalamic regions significantly
increased at 08.00 of proestrus and decreased at 11.00
and 14.00, together with the fact that at 09.00 pro-
estrus, electrical stimulation of the medial preoptic
area very significantly increases the GnRH content
of pituitary stalk plasma.'® Qur ultrastructural im-
munocytochemical observations with the results of
Araki ef al." are in favour of a GnRH secretion both
the morning and the afternoon of proestrus.

The existence of a little spontaneous GnRH release
without repercussion on LH plasmatic levels, as
observed in our results, is in accordance with a
previous work showing that the responsiveness of the
anterior pituitary to GnRH stimulation is as low at
10.00 on proestrus as the days of estrus and di-
estrus.’® The role of this little spontaneous portal
GnRH release the morning of proestrus remains to
be established. Bauer-Dantoin et al.* have demon-
strated that GnRH receptor mRNA levels in the
pituitary change dramatically between 09.00 and

12.00 on proestrus. Indeed, within 3 h, GnRH recep-
tor mRNA levels increase to values that are three-
fold greater than those observed at 09.00 on diestrus.
This increase precedes the preovulatory LH surges by
approximately 6 h, and occurs 3 h after significant
elevation in serum estradiol levels.* It can be hypoth-
esized that the GnRH release occurring the morning
of proestrus may participate in triggering GnRH
receptor gene expression in gonadotrophs and can
thus have a self-priming effect by increasing pituitary
responsiveness to GnRH'®?! which is maximal at
13.00 proestrus.'*

At 18.00 proestrus, it is interesting to note that the

high concentrations of GnRH in nerve endings are
concomitant, first with high concentrations of GnRH
in the portal blood, second with a peak in the number
of GnRH mRNA expressing neurons in the anterior
hypothalamus®**#* and third with the greatest
number of GnRH neurons expressing Fos.?2%47:38
Altogether, these data suggest that at 18.00 proestrus,
the activity of GnRH synthesis in cells is so intense
that neuropeptide stores in the nerve endings of the
ME are constantly fully replenished in spite of GnRH
massive release.

CONCLUSION

The present data are not in favour of the exist-
ence of a large neuroglial plasticity in physiological
conditions in the external zone of median eminence
for the GnRH apparatus. Indeed, conversely to
what other works had predicted or suggested,
GnRH nerve endings in contact with pericapillary
spaces remain very rare, even during proestrus, and,
tanycytic processes do not move significantly. Our
ultrastructural observations show the existence of
changes of GnRH content in nerve endings during
proestrus with two peaks, first at 09.00 and second
at 18.00. Variations in the number of immuno-
positive terminals follow variations in individual
content of terminals. Taking into account our re-
sults, the existence of a slight and/or rapid plasticity
should not, however, be excluded but remains to be
investigated.
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Abstract-Despite intense investigation, the demonstration of plasticity in the External
zone of the median eminence concerning GnRH release has never been reported. In this
study we investigate whether dynamic transformations of the GnRH nerve terminals
and/or tanycytes in the external zone of the median eminence of the hypothalamus
occurred during the rat estrous cycle, by following individual GnRH-immunoreactive
nerve terminals on serial ultrathin sections observed by electron microscopy. Female rats
were killed at 1600 h diestrus (n = 3), i.e., when estrogen levels are basal and GnRH
release is low, and at 1600 h proestrus (n = 4), i.e., when estrogen levels peak and the
preovulatory GnRH surge occurs. Our results show that in median eminence obtained
from proestrus rats, 12.0 + 1,6 % of the GnRH nerve terminals were observed making
physical contact with the basal lamina, i.e., the pericapillary space. In median eminence
obtained from diestrus rats, no contacts were observed. On proestrus, numerous physical
contacts between GnRH nerve terminals and the basal lamina occurred by evagination of
the basal lamina and/or by emerging processes from GnRH nerve terminals. The
quantification of the percent evagination of the Basal lamina revealed that the basal lamina
was at least two fold more tortured in appearance during proestrus. Altogether, these
results demonstrate for the first time the existence of dynamic plastic changes in the
external zone of the median eminence allowing GnRH nerve terminals to contact the

portal vessels on the day of proestrus.

Key words: LHRH, tanycytes, median eminence, plasticity, hypothalamus, estrogen.
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INTRODUCTION

Gonadotropin releasing hormone (GnRH) is synthesized in neuronal cell bodies
diffusely distributed in the hypothalamic preoptic area and secreted from neuroendocrine
terminals localized in the external zone of the median eminence (ME). Once secreted, GnRH
enters the portal vessels and is then transported to the anterior pituitary, where it modulates
the synthesis and secretion of gonadotropins. In females, a proestrus surge of
GnRH®**#6:483035 hrovides a neural trigger for the preovulatory luteinizing hormone (LH)
and follicle stimulating hormone (FSH) surges that induce ovulation. The modulation of the

GnRH system occurs both at the cell body level, in the preotic area, and at its release site, in

20,41,49 6 1,38,4 11,21
I 13 ], 13840

the ME, via neurona glial,” endothelia and humoral factors.

In order to pass on information most neurons form chemical signals for synaptic
transmission. In this regard, neuroendocrine neurons, i.e., GnRH neurons, need to contact
the pericapillary space, i.e., parenchymatous basal lamina, so that they can secrete the
neurohormone into the portal blood. The problem with GnRH nerve terminals, contrary to
what is observed with the nerve terminals of the other hypophysiotropic systems,>”'®!7-1927
is that they are extremely rarely observed in contact with the pericapillary space, even on the
day of proestrus when GnRH release is at its maximum.* *° This has been a major problem
leading to a lack of understanding as to the mechanism involved with getting GnRH to the
portal vessels.

In the present report we demonstrate for the first time that the actual cells, i.e., neural,
glial and endothelial, of the external zone of the ME undergo conformational changes

resulting in the physical contact between GnRH nerve endings and parenchymatous basal

lamina required for GnRH to enter into the portal circulation during proestrus. We refer to
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these dynamic changes as being plastic, i.e., dynamically changing, since they cannot be
found in diestrus animals. Taken together, plasticity becomes an important phenomenon in

the regulation of GnRH release at the ME level.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals.

Seven female Wistar rats (240-275 g) were maintained on a 14 h light, 10 h dark
schedule (lights on at 0500 h), with food and water ad libitum. The estrous cycle was
monitored by daily inspection of vaginal cytology. After at least two complete 4 days cycles,
the animals were killed between 1500 h and 1600 h on diestrus II (n=3) and proestrus (n = 4).
All experiments were carried out in accordance with the European Communities Council

Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC), regarding mammalian research.

Tissue preparation.

After decapitation hypothalamus were rapidly removed, and fixed by immersion in a
mixture of 2% paraformaldehyde, 0.2% picric acid, 0.1% glutaraldehyde, in 0.1 M phosphate
buffer, pH 7.4, 2 h at 4°C. Pieces of tissue were postfixed for 1 h at room temperature with

1% Os04 in phosphate buffer, and were embedded in Araldite after dehydration.

Serial ultrathin sections.

Semithin sections (1-2 um thick) were used to progressively approach and identify
the portion of tissue to be studied. Five to twenty-five serial ultrathin sections (90 nm thick)
were taken from the same antero-posterior part of the ME that was defined in our previous
study,” i.e., when the pituitary stalk just became distinct from the base of hypothalamus but

still remained attached by tissue, including capillaries of the hypophyseal portal vascular
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system (Fig. 1). An antero-posterior field varying from 0,45 to 2,16 pm was also studied in

each animal.

Immunocytochemistry staining procedures: Postembedding immunocytochemistry

Ultrathin sections were treated using the immunogold procedure as previously
described (Beauvillain et al., 1984). Briefly, after a preliminary treatment with H,O; (10%, 8
min) the grids (50 meshes) were individually floated on a drop of the following reagents and
washing solutions, put down on parafilm (American National Can, Greenwich): (1) rabbit
anti-GnRH (1/10000) in Tris-buffered saline (TBS 0.1 M; pH 7.4) containing 1% bovine
serum albumin, and 1% normal goat serum for 60 h at 4°C; (2) TBS to remove excess
antibodies (3 * 10 min); (3) colloidal gold (15 nm)-labelled goat antirabbit immunoglobulins
(Amersham, Les Ulis, France) 1/50 in TBS for 90 min at room temperature ; (4) TBS (3 * 10
min) ; (5) distilled water (2 * 10 min). The sections were also counterstained with uranyl
acetate and lead citrate before observation. Studies on the specificity of GnRH antisera have

been previously described.>”

Morphological analysis.

The morphological analysis of the serial sections was carried out on electron
microscope (Zeiss EM 902, Germany) for each animal. An electron microphotograph
montage of 40-50 microphotographs of all the ME external zone was made for the first
observed section in each animal. The photographs were taken at an original magnification of
7000%; they were further magnified to 21000 by printing. All immunodetected terminals

confined to a distance of 5 pm or less from the basal lamina were listed on this montage. This
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montage was used to facilitate localization of the labeled terminals on the following serial
sections at the time of observation on microscope. The morphological evolution of each

terminal was analyzed on the microphotographs taken on the successive sections.

Quantitative analysis

Quantification of GnRH terminals contacting the basal lamina. The number of
immunoreactive GnRH terminals contacting the basal lamina per animal was divided by the
number of GnRH terminals confined to a distance of 5 um or less from the basal lamina
(number of studied GnRH terminals, Table 1) and multiplied by 100 to obtain the percentage

of GnRH terminal contacting the basal lamina (Table 1).

Quantification of the plastic changes in the ME external zone. For each
photomontage, the length of the ME was evaluated by adding up rectilinear portions of 50 cm
corresponding to it’s contour (Fig. 1). Otherwise, a cartographer’s wheel was used to
measure the real length of the parenchymatous basal lamina; the evaginations that were not
continuous with the subjacent basal lamina were not taken into account. For each ME, the
degree of evagination of the basal lamina was calculated by subtracting its evaluated length
by rectilinear portions, to the real length of the parenchymatous basal lamina, and dividing by
the evaluated length by rectilinear portions of the ME. The result was multiplied by 100 to
obtain a percentage of evagination for the basal lamina. A Mann-Witney U-test was
performed on Sigmastat (Jandel Scientific) for statistical analysis. Differences between two

groups were considered as significant when the P value was less than 0.05.
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Radioimmunoassays.

After decapitation, to verify the physiological stage of each animal, trunk blood was
collected into vials containing 0.1 ml of 0.3 M EDTA for 5 ml of blood and centrifuged.
Plasma was stored at -20°C until subjected to an RIA for luteinizing hormone (LH) and
estrogen.

Plasma LH levels were measured using materials supplied by the NIDDK rat pituitary
hormone distribution program (Baltimore, MD) and values expressed in terms of the LH
pituitary reference preparation RP3. Assay sensitivity was 0.02 ng / tube, and intra-assay and
Inter-assay variabilities were 6 % and 8.5 % respectively.

Plasma estradiol was measured using a RIA kit optimised for the direct quantitative
determination of very low concentrations of 17 estradiol in human serum and plasma (e. g.
in children), purchased from SORIN Biomedica (Antony, France). Assay sensitivity was 0.2

pg / tube and intraassay and interassay variabilities were 5.6 % and 7.3 % respectively.
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RESULTS

Morphological analysis of individual GnRH nerve terminals
All the GnRH nerve endings confined to a distance of 5 *m from the parenchymatous
basal lamina were followed on serial sections over 0.45 to 1.80 Mm, e.g. on 5 to 20 serial

sections (Table 1). In ME obtained from proestrous rats, 12.0 % 1.6 % of the studied GnRH
nerve endings were observed making a close contact with the parenchymatous basal lamina
(Table 1). A rigorous analysis of these tissues in diestrous rats did not reveal similar contacts
between these structures (Table 1, p < 0.001). In diestrus, some nerve eﬁdings were observed
on more than 20 serial sections at less than 0,5 Hm from the basal lamina, however, they
were never in close apposition.

The day of proestrus, some GnRH terminals emitted very thin processes (0,2 to 0,5 Pm of
thickness) in the direction of the parenchymatous basal lamina (Fig. 2C and Fig. 3) that
penetrates between two ependymal processes to reach the parenchymatous basal lamina and
thus contacts the pericapillary space (Fig. 3). When the processes were observed on serial
sections, their immunostaining was most often light or absent (Fig. 3D). Some contacts
between GnRH nerve terminals and the subjacent parenchymatous basal lamina were
observed on a large surface of the axoplasmic membrane that could be followed on serial
sections (Fig. 4).

Numerous basal lamina fragments emitting evaginations toward the GnRH nerve terminals
were observed in tissue of animals that were in proestrus (Fig. 2A-C). Depending on the
sectioning plan, these evaginations of the basal lamina can form rings that appear in the
tissue (Fig. 2A). Some basal lamina fragments were observed penetrating GnRH nerve

terminals (Fig. 5A). In many cases, basal lamina rings were observed entirely embedded in
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the GnRH nerve terminals (Fig. 5-6). The contacts between these evaginations of the basal
lamina and GnRH nerve terminals were only observed on 3 to 7 serial ultrathin sections. The
identification of this structure as basal lamina was possible on two sections at best. In some
cases contacts by evaginations of the basal lamina would occur in GnRH nerve terminals
distant from the subjacent basal lamina by more than 1 Pm (Fig. 5B). An accumulation of
secretory granules and synaptic vesicles at the level of the basal lamina also was present,
indicating these were active secretory elements. In some cases fusion of neurosecretory

granules with the basal lamina also was observed (Fig. SA-D; Fig. 6C).

Quantitative analysis of the basal lamina length

The percent evagination of the parenchymatous basal lamina was significantly
elevated in proestrous rats compared to those in diestrous (p < 0,05; Table 1, Fig. 7). Animals
sacrificed in proestrus exhibited a basal lamina that appeared very tortuous in shape whereas

this feature was not observed in animals sacrificed in diestrus.

Hormone levels

Average plasma LH and estrogen levels, as determined by RIA, were typical of the
estrous cycle time points that were examined. LH and estrogen levels were low on the
afternoon of diestrus, 0.6 * 0.2 ng / ml and 6 * 3 pg / ml, respectively, whereas they were

elevated on the afternoon of proestrus 9 * 3 ng / ml and 27 £ 7 pg / ml, respectively.
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DISCUSSION

The present study demonstrates for the first time the existence of cellular
conformational changes involving different cell types in the external zone of the ME that
directly provide the contact necessary for GnRH secretion into the fenestrated capillaries of
the portal blood vessels. This “plastic” phenomenon exhibits actual physical contacts on the
day of proestrus between the GnRH nerve terminals and the pericapillary space that might
involve both GnRH-axon growth and tanycytic processes withdrawal, as it was hypothesized
previously by different authors,”>*>*° but could also imply endothelium outgrowth. The
quantified morphological data reveal a statistically significant increase and presence of
contacts between GnRH neuroendocrine terminals and the parenchymatous basal lamina in
proestrus and an absence of these contacts in diestrus. These results support our previous
observations for the existence of contacts between GnRH nerve terminals and the
pericapillary space the day of proestrus.”” However, in this latter study the contacts were
unquantifiable due to their rarity when the external zone of the ME was studied on single
ultrathin sections. Based on the present detailed serial section examination, we note the
presence of thin GnRH nerve processes extending toward the pericapillary space and also
predict that many of the small unlabelled nerve endings in close contact with the basal lamina
are in fact GnRH nerve endings. Taken together, the results strongly suggest that the contacts
between these elements are dynamic in nature, that is only appearing at the right moment,
proestrus.

Furthermore, since the above contacts are not observed in diestrus, this datum

suggests that these physical contacts could not be required at this stage. However, taking into
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account the previous work using intraperitoneal injection of retrograde tracer
evaluating GnRH levels in the portal blood on diestrus,*” the reality of contacts between
GnRH nerve endings and the pericapillary space cannot be ruled out. Our results support the
fact that they are statistically impossible to detect by a morphological approach and
demonstrate why if they are present at all they are rare, simply stated, they are plastic in
nature existing only for short periods of time.

In proestrus, the presence of numerous evaginations of the parenchymatous basal
lamina directed toward the GnRH nerve terminals and the processes emerging from the latter
directed toward the basal lamina suggests the existence of a reciprocal attraction mechanism
between these structures (Fig. 8). The quantification of the degree of evagination of the basal
lamina demonstrates that the basement membrane contains at least two folds that are more
tortured in appearance during proestrus, demonstrating the existence of cellular
morphological changes in the external zone of the ME at this stage of the cycle. We surmise
that the plastic changes might increase the working area of the pericapillary space, increasing
the probability for the GnRH nerve terminals for contacting the parenchymatous basal
lamina. It should also be noted that these results, at first glance, appear to be in conflict with
an observation made through the use of confocal microscopy.” In this report, the authors
concluded that the capillary loops were not dependent on ovarian steroids. This discrepancy,
in all probability, may be due tb the fact that the basal lamina evaginations observed in the
present study were found at the ultrastructural level. This anatomical detail cannot be
detected at the resolution level of confocal microscopy.

We further surmise that the numerous evaginations of the basal lamina and emerging

processes of GnRH nerve terminals observed on serial sections might represent the beginning
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or the end of a plastic phenomenon leading to the rapid establishment of large contacts
between the basement membrane and the GnRH terminal, as illustrated on Fig. 8. Indeed the
day of proestrus, when serial sections of the ME are observed, the number of GnRH neuro-
vascular contacts observed rise dramatically, while the number of GnRH neuro-vascular
contacts observed to be establish on a large surface of the axoplasmic membrane remains
unchanged. Thus, the fact that the day of proestrus contacts between the basal lamina and the
GnRH nerve terminals are observed in most cases from evaginations of the basal lamina or
from nerve endings emerging processes might lead to the concept of the existence of a rapid
vascular-neuro-glial plasticity and the resulting communication (Fig. 8). These rapid changes
would appear very different from the synaptic remodeling observed in the rat arcuate nucleus
during the estrous cycle, which takes place in 48 h for a complete cycle of denervation and
reinervation of neurons.”” We surmise that the plasticity observed in the external zone of the
median eminence could be induced directly by steroids, since between diestrus and proestrus
there is a dramatic increase in estrogen plasma levels. The eventual implication of estrogen in
the induction of plastic phenomenon in the external zone of the median eminence is
strengthened by the fact that estrogen receptors are expressed both in tanycytes*® and in ME
endothelial cells.***®

In this regard, estrogen has been shown to modulate neuro-glial apposition on GnRH
cell bodies in Rhesus monkey.>> In the rat, such morphological changes occurring at the
GnRH cell body level were not observed** but was found in the arcuate nucleus 5 ©" Ve 13,
a structure strongly implicated in the regulation of GnRH neuron activity.*'> In the arcuate

nucleus, the estrogen-stimulated plasticity contributes to the estrogen-stimulated increase in

neuronal ﬁring13 that also is correlated with the release of LH during the ovarian cycle.*
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Estrogen may also modulate the expression of substances that might act on tanycytes
via a paracrine mechanism, such as transforming growth factor @ (TGF %), that has been
shown to be expressed in tanycytes,22 TGFB,*>*3 and IGF-1."*'> All these factors have been
shown to stimulate GnRH release.'*'>**3233 TGFP seems moreover to be implicated in rapid
glial plasticity'? and in angiogenesis.*’

Another attractive candidate that could induce plastic changes in the external zone of
the ME throughout the estrous cycle is nitric oxide (NO), a signaling molecule recently
demonstrated to stimulate rapid cellular conformational changes, i.e., within 10 min, in
cultured neurohypophysial astrocytes,”? microglia'® and immune as well as endothelial
cells.®® Furthermore, NO is involved in the regulation of GnRH release from the ME
neuroendocrine terminals.>>*** Importantly, endothelial-ME signaling can occur by NO
coupling as recently demonstrated.'”**° In this context, it is tempting to speculate that NO
may induce cytoskeletal reorganization in the ME external zone leading to tanycytic end feet
removal, allowing GnRH terminals to contact the pericapillary space on the day of proestrus.

Regarding the significance of the temporary contacts between the GnRH nerve
terminals and the pericapillary space, we surmise that since there are only approximately
1600 GnRH neurons in rat*?*** and 2400 in primates®™' that are responsible for species
survival via reproduction, this phenomenon represents an enhancement of the function of the
GnRH system by insuring direct contact and the passage of the signal into the vascular
conduits at the most appropriate physiological time. Counter-intuitively, the lack of contacts
in diestrus may also be the critical event, in that it insures that organism’s do not remain

fixed in the reproductive mode, allowing for critical vegetative functions to occur. Thus,

removal of the tanycytes processes from the pericapillary basal lamina is also of critical
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significance to the entire process. Together, these data suggest that when reproductive
function becomes significant to the organism, the internal structures are present to support its
expression. However, when reproduction is not an issue, i.e., during pregnancy or between
cycles, this system is “dismantled” so as not to interfere with the performance of other
organismic activities. Thus, plastic dismantling or rebuilding represents an efficient process

since new cells are not required, just the alteration of the existing cell conformation.

CONCLUSION

The present work provides definitive evidence for the existence of dynamic plastic
changes in the external zone of the ME allowing GnRH nerve terminals to contact the portal
vessels on the day of proestrus. On proestrous, contacts by evagination of the basal lamina or
by emerging processes from GnRH nerve terminals are frequently observed. Taken together,
these morphological cellular changes support the existence of a stimulated rapid vascular-
neuro-glial plasticity by estrogen. Different factors like TGFs or NO, that are known to act

on GnRH release, may also be involved in this estrogen- dependent plasticity.
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Table 1. Quantification of the proportion of GnRH nerve terminals contacting the

parenchymatous basal lamina and of the percent evagination of the basal lamina in animals

sacrificed on diestrus or on proestrus. The number of serial ultrathin section observed and the

number of GnRH nerve terminals studied is reported for each animal.

Animal Estrous Number of Number of % of GnRH % of evagination
Cycle Stage  studied ultrathin studied GnRH terminal for the basal
sections nerve terminals contacting the lamina
basal lamina

409 Diestrus 20 20 0 17,3

393 Diestrus 24 12 0 14,4

398 Diestrus 20 23 0 14,1
Mean + SEM 0 152 £ 1,0

367 Proestrus 15 26 11,5 435

629 Proestrus 9 39 7,8 47,9

717 Proestrus 5 35 15,0 32,6

362 Proestrus 13 36 13,8 45,0
Mean 12.0 + 1.6%* 42,3 + 3,9%*
SEM

** significant difference (p < 0,001) between Diestrus and Proestrus
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Fig.1. Drawing of coronal section explaining the method of quantification for the percentage
of evagination for the basal lamina in the median eminence studied region. An electron
microphotograph montage of 40-50 microphotographs of the external zone was made in each
animal. The photographs were taken at an original magnification of 7000x; they were further
magnified by 3. The median eminence contour length (-~ ) was estimated by adding up
rectilinear portions of 50 cm @—@ ). The real length of the parenchymatous basal lamina (52
was measured using a cartographer’s wheel. The percentage of evagination for the basal

lamina was calculated as noticed in the materials and methods.



Fig.2. Electron micrographs of the median eminence external zone observed in proestrus.
Evaginations of the basal lamina (asterisks) toward the GnRH nerve terminals (Big
arrowhead) were observed. Depending on the sectioning plan, evaginations of the basal
lamina can form rings in the tissue that are often observed in close proximity to GnRH
immunolabelled nerve terminals (big arrowhead) (A, B). In A an B the small arrows show a
structure evoking the growth of the evagination. Conversely, some GnRH nerve terminals
emitted thin processes toward basal lamina fragments (C, fragment indicated by little arrows).
Arrow: fenestrated endothelium; little arrowhead: endothelial basal lamina; medium sized
arrowhead: parenchymatous basal lamina. Cap.: capillary; p.s.: pericapillary space. Scale bar:

11m.






Fig. 3. Illustration of the interest to observe GnRH nerve terminals on serial sections. The
GnRH nerve ending (big arrowhead) observed on A was observed on 15 serial sections
allowing to follow its evolution in the median eminence external zone. Here are presented
four aspects of this evolution (A-D). On picture B it can be observed a constriction (arrows)
leading to the formation of several processes visible in C (middle-sized arrowhead). Note that
a process 1s totally embedded in tanycyte. On the picture D, the main fragment of the GnRH
nerve ending (big arrowhead) appears to terminate in tissue: indeed this fragment was not
observed on the next serial sections. However the thin process of the GnRH nerve ending that
was close to the basal lamina on picture C (medium-sized arrowhead), was still observed on
picture D (medium-sized arrowhead) even if it was poorly labeled. This GnRH nerve ending
fragment was observed in physical contact with the parenchymatous basal lamina on the

following sections. Tan.: tanycytes. Scale bar: 11m.






Fig. 4. Example of physical contacts established between GnRH nerve terminals and the
parenchymatous basal lamina. On this picture the contacts (arrow) occurred on a large
surface, since they can be observed on adjacent sections: on A and B is observed the same
GnRH nerve ending (big arrowhead), the two sections are separated by 2 ultrathin sections; on
C and D is observed the same GnRH nerve ending (big arrowhead), the two sections are

separated by 4 ultrathin sections. p.s.: pericapillary space. Scale bar: 11m.






Fig. 5. Illustration of different aspects of basal lamina evaginations allowing physical contacts
between GnRH nerve terminals and the pericapillary space. In A, an evagination of the basal
lamina (little arrowhead) can be observed emerging from the pericapillary space. (bottom
asterisk). The penetration of the pericapillary space (p.s.) in tissue is easy followed (asterisks)
and we can note that it reaches the GnRH nerve terminal (big arrowhead). In this case the
physical contact between GnRH nerve terminal and basal lamina occurs at more than 1 pm
from the subjacent basal lamina, and thus occurs for a GnRH nerve terminal that seemed
localized far from the pericapillary space. In B, C, and D, taking into account our previous
observation (A), the element pointed by an medium-sized arrowhead entirely embedded in
GnRH nerve terminals (big arrowhead) might correspond to an evagination of the subjacent
parenchymatous basal lamina. In B, the presence of the pericapillary space in the GnRH nerve
terminal (big arrowhead) is noticed by an asterisk. Note the numerous synaptic vesicles in
apposition with the parenchymatous basal lamina (arrowhead) in this nerve terminal, and the
fusion of sectretory granules (little arrows). In C, notice the evagination of the basal lamina at
the bottom of the picture (arrowhead) and the section of two others evaginations embedded in
the GnRH nerve terminal (big arrowhead). In D, we observe near the GnRH nerve ending
several rings of basal lamina (arrowhead). p.s.: pericapillary space; Cap.: capillary. Scale bar:

1pm.






Fig. 6. Different examples of sectioned evaginations of the pericapillary space embedded in
GnRH nerve endings observed the day of proestrus. The pictures A-C illustrate these types of
contact are very frequent at this estrous cycle stage. Little arrowhead: parenchymatous basal
lamina; big arrowhead: GnRH nerve terminal; asterisk and p.s.: pericapillary space; Cap.:

capillary. Scale bar: 1pm.






Fig. 7. Representative electron micrographs showing the aspect of the parenchymatous basal
lamina (little arrowhead) in the external zone of the ME in female rats that were either in
proestrus (A) or in diestrus (B). The parenchymatous basal lamina was two-times more
tortured in shape in animals sacrificed on proestrus (A) than in animals sacrificed on diestrus

(B). Cap.: capillary. Scale bar: 11m.
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Fig. 8. Summary diagram illustrating the relationship between the parenchymatous basal

lamina (p.b.l.), tanycytes (tan.) and GnRH neuroendocrine terminals (GnRH) on diestrous A
or on proestrous B. p.s.: pericapillary space ; e.b.l.: endothelial basal lamina ; thin arrows:
tanycytic and/or nerve terminals and/or endothelium plastic changes allowing GnRH
terminals to contact the parenchymatous basal lamina ; black arrows: dynamic changes that
might occur between each morphological state observed on proestrous. These plastic changes
might be under the influence of various factors either secreted by tanycytes and/or

endothelium (e) and/or GnRH nerve terminals, or conveyed by the portal blood.



Article 1. Les résultats de notre premiére étude démontrent qu’il existe des contacts
entre les terminaisons 2 GnRH et la lame basale parenchymateuse chez la femelle, mais que
ceux-ci sont trés rares et exclusiyement observés le jour du procestrus.

Notre travail de quantification montre qu’il existe une variation du nombre de
terminaisons immunoreactives pour la GnRH dans la zone externe de 1’éminence médiane au
cours du cycle cestral. Le nombre de terminaisons observées est maximal a 18h le jour du
procestrus, au moment de la survenue du pic préovulatoire de LH. Cette variation du nombre
de terminaisons a GnRH semble étre diic a des variations de charge des terminaisons en
neuropeptide plutét qu’a des phénomenes de plasticité. En effet, la charge des terminaisons
en GnRH varie au cours du cycle cestral, et une corrélation positive existe entre le nombre de
terminaisons 2 GnRH observées et la charge en GnRH des terminaisons. Ainsi, au cours du
cycle cestral les terminaisons & GnRH de la zone externe de I’éminence médiane pourraient
passer alternativement au dessus et au dessous du seuil d’immunodétectabilité. Nous
noterons qu’il existe deux pics de mise en charge en décapeptide des terminaisons 8 GnRH le
jour du procestrus, I'un a 9h et 1’autre & 18h. Le fait que le pic de concentration de 9h soit
suivi d’une chute significative du contenu en GnRH des terminaisons a 10h, suggeére qu’entre
%h et 10h le jour du procestrus, il existe une libération de GnRH dans le sang porte

hypophysaire.

Article 2. Les observations de la zone externe de I’éminence médiane ont parfois été
réalisé sur plus de 20 coupes ultrafines sériées, ce qui a permis de suivre 1’évolution de
certaines terminaisons & GnRH sur environ 1,8 um. Toutes les terminaisons a GnRH
localisées & moins de 5 Hm de la lame basale parenchymateuse ont été analysées. Les
résultats de ces observations montrent que le jour du procestrus, 12,6 % des terminaisons
marquees a 'or colloidal sont au contact de la membrane basale parenchymateuse. Par
contre, le jour du dicestrus, aucune terminaison n’a pu étre observée au contact de 1’espace
péricapillaire.

Les contacts observés le jour du procestrus s’effectuent majoritairement par
I’intermédiaire d’évaginations de la lame basale parenchymateuse qui semble pénétrer a

I’intérieur du parenchyme nerveux. Parfois la membrane basale pénétre profondément dans le

89



tissu. De plus, des éléments rappelant des coupes perpendiculaires d ‘évaginations, sont
souvent visibles dans les terminaisons a GnRH.

La quantification du pourcentage d’évagination de la lame basale montre que cette
lame basale parenchymateuse présente deux fois plus d’évaginations le jour du procestrus que
le jour du dicestrus. Ces résultats suggerent que la surface de contact entre 1’éminence
médiane et ’espace péricapillaire augmente le jour du procestrus. Ce phénomene pourrait
ainsi augmenter la probabilité, pour les terminaisons 8 GnRH, de réaliser des contacts neuro-
hémaux. Les facteurs induisant une telle plasticit¢ dans la zone externe de 1’éminence
médiane restent a définir, 1’élévation des taux d’cestrogénes plasmatiques entre le soir du

dicestrus et le matin du procestrus pourrait en étre 1’un des principaux moteurs.

En conclusion, I’ensemble des deux approches démontre définitivement 1’existence
d’une plasticité morphologique stéroido-dépendante de la zone externe de 1’éminence
médiane permettant aux terminaisons 8 GnRH d’accéder a I’espace péricapillaire le jour du
procestrus. Les principaux protagonistes de cette plasticité semblent étre les terminaisons

nerveuses a GnRH, les tanycytes et 1’endothélium des capillaires portes hypophysaires.
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II. Expression d’un récepteur sérine-thréonine kinase au TGFp et a
Pactivine dans les neurones a GnRH, les tanycytes et les capillaires

porte.

Suite a la mise en évidence de I’existence d’une plasticité morphologique dans la
zone externe de I’éminence médiane régulant 1’accés des terminaisons a GnRH aux vaisseaux
portes, notre deuxiéme objectif a été d’essayer de déterminer les éventuels facteurs capables
d’induire de tels phénomenes de plasticité. Partant de 1’hypothése que les principaux
protagonistes des phénomenes de plasticité dans la zone externe de 1’éminence médiane
pourraient étre les tanycytes, nous nous sommes plus particuliérement intéressés aux facteurs
susceptibles d’étre synthétisés et/ou d’agir sur ces derniers. De plus nous noterons que les
tanycytes de I’éminence médiane expriment le récepteur aux cestrogénes (Langub et Watson,
1992).

L’ un des principaux facteurs actuellement connu pour réguler I’activité sécrétoire des
neurones 3 GnRH est le TGFY, facteur de croissance trés étudié par I’équipe d’Ojeda. Le
TGF® et son récepteur sont exprimés dans les tanycytes de 1’éminence médiane (Ma et al.,
1992, Ma et al., 1994a), et les stéroides gonadiques stimulent 1’expression de ce facteur a la
fois au niveau de ’aire préoptique et au niveau de ’hypothalamus médiobasal (Ma et al.,
1992). Le TGF%, connu pour stimuler la libération de GnRH par des fragments d’éminence
médiane (Ojeda et al., 1990) pourrait étre ’'un des moteurs de la plasticité neuro-gliale
observée le jour du procestrus.

Pour notre part, nous nous sommes plus particuliérement intéressés au TGFﬁl, facteur
de croissance récemment impliqué dans la modulation de la sécrétion de GnRH et dans
I’induction de remaniements morphologiques. En effet, le TGFP, est non seulement connu
pour stimuler I’expression de I’ARNm de la GnRH et la sécrétion de la neurohormone par les
neurones GT1-1 en culture (Melcangi et al., 1995 ; Galbiati et al., 1996), mais aussi pour
induire une réorganisation rapide du cytosquelette d’astrocytes en culture, sans synthése de
novo de protéines (Gagelin et al., 1995). A plus long terme le TGFP, intervient aussi sur la
synthése de protéines du cytosquelette astrocytaire telles que la GFAP (Reilly, Maher et
Kumari, 1998) et la vimentine (Krhon et al., 1995). L’action du TGFBl sur les tanycytes
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implique la présence de récepteurs spécifiques au TGFB1 dans ce type cellulaire. Le but de
notre €tude a donc été de montrer 1’expression d’un récepteur au TGFP dans les tanycytes,
mais aussi dans les neurones 3 GnRH et toutes les aires du diencéphale impliquées dans la
régulation du systéme & GnRH.

Grice a une collaboration avec le Docteur Toru Takumi, nous avons obtenu I’ADNc
de I’'un des récepteurs du TGFBh le récepteur B1. Nous noterons cependant que ce récepteur
est aussi celui d’un autre membre de la superfamille des TGFB : I’activine. L’activine est,
comme le TGFBI, une cytokine connue pour moduler I’expression et la sécrétion de la GnRH
in vitro (Gonzalez-Manchon et al., 1991), mais aussi in vivo (Lee et Rivier, 1997 ; Calogero
et al., 1998).

La distribution anatomique des cellules hypothalamiques exprimant I’ARNm de B1 a
été déterminée par simple hybridation in situ. L’ ARNm antisens de B1 a été marqué lors de
sa transcription par I’incorporation de bases marquées au S,

L’étude de I’éventuelle expression de B1 dans les neurones a8 GnRH a été entreprise
par double hybridation in situ. A cet effet I’ARNm antisens de B1 a été marqué lors de sa
transcription par Iincorporation de bases marquées au >°S, alors que 1’ARNm antisens de la
GnRH, I’a été par incorporation de bases marquées a la digoxygénine. Les sondes marquées a
la digoxygénine sont révélées a 1’aide d’anticorps couplés a la phosphatase alcaline et d’une
réaction colorimétrique. Les sondes marquées par la radioactivité sont révélées apres

émulsion photographique.
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Evidence that members of the TGFf superfamily might play a key role in the regulation of the

GnRH neuroendocrine axis: expression of the type I serine-threonine kinase receptor for TGFJ
and activin in GnRH neurons and in associated hypothalamic areas of the female rat.
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Abstract The present study was designed to determine whether transforming growth factor (TGF) B and/or activin were
implied in the regulation of the gonadotropin releasing hormone (GnRH) neuroendocrine axis in vivo. In that purpose,
single-label in situ hybridization histochemistry was used to determine the anatomical distribution of the TGFP and
activin type I receptor (B1) mRNA in the adult female rat hypothalamic areas that are known to be important sites for the
regulation of reproduction; dual-label in siru hybridization histochemistry was performed to determine whether Bl
mRNA was expressed in GnRH neurons. The results of these studies revealed an extensive distribution of B1 mRNA in
the hypothalamic regions including diagonal bands of Broca, preoptic area, arcuate nucleus and median eminence. At the
median eminence level Bl mRNA was detected in tanycytes and portal blood capillaries. Dual-label in situ hybridization
histochemistry revealed that some GnRH neurons expressed Bl mRNA, thus providing evidence that TGFf3 and/or
activin can act directly on GnRH neurons to modulate their activity. Together these morphological data provide the

evidence that TGFP and/or activin may play a crucial role in the regulation of reproduction at the hypothalamic level.

Introduction

The secretion of gonadotropins is controlled by the
hypothalamic hormone GnRH, which is synthesized in
neuronal cell bodies diffusely distributed in the preoptic area
and secreted from neuroendocrine terminals localized in the
external zone of the median eminence. The modulation of the
GnRH neuroendocrine axis occurs both at the cell body level,
in the preoptic area, and at its release site, in the median
eminence, via neuronal (1) glial (2), endothelial (3) and
humoral (4) factors.

Recently, it was reported that glial factors, especially
transforming growth factors (TGFs), might be able to control
GnRH release from median eminence nerve terminals (5,6).
Among these growth factors, TGFB1 was shown to stimulate
both GnRH mRNA expression and GnRH release from
hypothalamic cell line GTI1-1 in vitro (6,7). Otherwise
activin, an other member of the TGFP superfamily, is also
known to modulate GnRH secretion (8,9).

Since the role of TGFB, and activin in the regulation of
GnRH activity in vivo is unwell known, the purpose of our
study was to determine if the type I serine-threonine kinase
receptor for TGFP and activin (B1) was expressed in the
GnRH neurons and/or in the hypothalamic regions implicated
in the regulation of their activity, in the female rat. The
results provides for the first time the anatomical basis for a
likely role of TGFP and/or activin in the regulation of the
‘GnRH neuroendocrine axis.

* To whom correspondence should be addressed. E-mail:
prevot@biserte.lille.inserm. fr.

Material and Methods

Animals and tissue preparation. Adult female Wistar
rats (n=4) weighing 250-275 g (CERIJ, France) were
maintained on a 14 h light, 10 h dark schedule, with food
and water available ad libitum. After anaesthesia with
ketamine (20 mg / kg) / xylazine (0.2 ml/ kg), animals were
perfused intracardially with 5-10 ml saline followed by 500
ml 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer. Brains
were removed and immersed in the same fixative for 2 h.
They were then washed overnight in 0.05 M Coons veronal
buffer, (pH 7.4), containing 20% sucrose, embedded in
Tissue-Tek (Miles Laboratories, Naperville, IC), and frozen
in liquid nitrogen. Frozen 14 Mm coronal sections were
collected onto gelatine-coated slides from the level of 0.2 to
-3.8 mm relative to Bregma of the atlas of Paxinos and
Watson (10), stored at -80 C until used. All experiments
were carried out in accordance with the European
Communities Council Directive of 24 November 1986
(86/609/EEC), regarding mammalian research.

B1 riboprobe synthesis. pcDNA 1 vector containing 2.3
kb Xbal/HindIII fragment of B1 cDNA (11) was linearized
by cutting at a single site with Xbal for the antisense probe
or HindIIl for the sense probe. In vitro transcription was
performed using the T7 RNA polymerase for the antisense
and SP6 RNA polymerase for the sense B1 probes and [*S]
CTP (Amersham, France).

GnRH riboprobe synthesis. GST7 vector containing 0.33
kb BamHI/HindIIl of GnRH c¢DNA was linearized by
cutting at a single site with HindIII for antisense and BamHI
for sense probes. In vitro transcription was performed using
T7 and SP6 RNA polymerases in a digoxigenin RNA
labelling mixture (Boehringer Mannheim, France) for the
antisense and sense GnRH probe, respectively.



Fig. 1. Representative autoradiogram of Bl mRNA in the randomly cycled female rat diagonal band of Broca (a), rostral
preoptic area (b), medial preoptic area (¢) and mediobasal hypothalamus (d) by in sifu hybridization. Note that Bl mRNA-
containing perikarya are numerous in the AVPv (b), in the MnPO (b,c), and in Arc (d). At the ME level (d) both tanycyte
perikaryas (arrows) and portal blood capillaries (little arrowhead) are strongly labeled. Abbreviations: ac, anterior
commissure; AVPv, anteroventral periventricular nucleus; Arc, arcuate nucleus; DBB, diagonal band of broca; ME, median
eminence; MnPO, median preoptic nucleus; MPO, medial preoptic area; ov, vascular organ of the lamina terminalis; VM,
ventromedial hypothalamic nucleus. Asterisk, third ventricle.




In situ hybridization histochemistry. Single-label in situ
hybridization to examine the distribution of Bl in the
preoptic region and mediobasal hypothalamus (n = 2), and
double-label in situ hybridization to determine whether
GnRH neurons express Bl (n = 2) following protocols
described previously (12,13). Briefly, processed tissues were
hybridized with riboprobe-hybridization buffer mix, which
contained only the **S-labelled TPRI cRNA probe (30000
cpm/pl) for the single in situ hybridization and **S-labelled
TPRI cRNA probe (30000 cpm/ul) plus the digoxigenin—
labeled GnRH c¢RNA probe (1:200) for the dual in situ
hybridization. Overnight hybridization at 55 C was followed
by RNAse treatment, a series of stringent washes, including a
hight-stringency wash at 60 C. Single hybridized slides were
dehydrated in 70% and 100% ethanol in ammonium acetate,
and in K5 emulsion (Integra Biosciences, France). Double
hybridized slides were incubated with antidigoxigenin
antibody conjugated to alkaline phosphatase and stained with
NBT and BCIP (Boehringer Mannheim, France). The slides
were dehydrated as above and dipped in photographic
emulsion. Following a 20-day exposure slides were
developed and observed on Axioskop (Zeiss, Germany)
under dark-field or bright-field illumination.

Results and Discussion

Single-label in situ hybridization study shows that Bl
mRNA is widely expressed throughout the hypothalamic
areas strongly implicated in the regulation of the =~ GnRH
neuroendocrine axis (Fig. 1). In the diagonal bands of Broca
(Fig.1a), the rostral preoptic area (Fig. 1b), and the medial
preoptic area (Fig 1c) the distribution of the Bl mRNA
expressing cells overlaps the distribution of the GnRH
neuron cell bodies (14). The strong expression of Bl mRNA
in the anteroventral periventricular nucleus (AVPv) is of
particular interest since AVPv is the critical brain region
where estrogen is thought to act as an inducer of the
GnRH/LH surge (15). Confirming a previous result (16), Bl
mRNA is strongly expressed in the arcuate nucleus, which is
another hypothalamic nucleus highly implicated in the
regulation of GnRH neurons activity (15). In the median
eminence, Bl mRNA is present in large amounts in the
ependymal cells, i.e., tanycytes (Fig. 1d), which probably
participate in the regulation of GnRH release from GnRH
nerve endings located in the median eminence external zone
(17) and in the induction of plastic phenomenon at this level
(18). In addition, Bl mRNA is present in the endothelial cells
of the portal blood capillaries at the median eminence level
(Fig. 1d).

Dual-label in situ hybridization study showed that certain
GnRH neurons express Bl mRNA (Fig. 2). This result
suggest that the B1 receptor could be expressed at the GnRH
cell body level, i.e., in the preoptic area, and/or transported to
the GnRH nerve ending in the median eminence. Thus,
TGFB1 and/or activin could directly modulate in vivo
both GnRH mRNA levels and GnRH release, as it has been
shown in vitro (6,7,19).

Fig. 2. Photomicrograph showing digoxigenin-labeled
GnRH neurons (darkly stained) in the preoptic area. Black
silver grains mark the presence of Bl mRNA. The black
arrow points a GnRH cell that expresses B1 mRNA; black
arrowheads points B1 mRNA expressing cells.

Together these results strengthen the hypothesis that
members of the TGFP superfamily might play a crucial role
in the regulation of reproduction at the hypothalamic level.
Future investigations will be necessary to determine
whether both TGFP and activin are implicated in this
regulation. Since the Bl receptor is expressed both in the
neurons of the hypothalamic areas that control the
regulation of the GnRH neuroendocrine axis, i.e., preoptic
area and arcuate nucleus, and in the GnRH neurons
themselves, its expression might be linked to GnRH
secretion. Otherwise, the high expression of B1 mRNA in
tanycytes suggests that this receptor could be implicated in
the induction of morphological changes in the median
eminence external zone which are supposed to control the
access of GnRH nerve terminals to the pericapillary space
(17). In that way, TGFBI, one of the molecules that could
activate the B1 receptor, is known to modulate the
expression of astrocytic cytoskeletal proteins such as GFAP
(20) and vimentin (21), but also known to induce a rapid
cytoskeletal reorganization in cultured astrocytes (22). Of
equal importance is the expression of BI mRNA in the
median eminence portal blood capillaries suggesting that the
B1 receptor could participate in the endothelial-
neuroendocrine signaling pathway recently discovered
(3,23) which may be crucial for the regulation of the GnRH
release into the portal blood vessels (3).
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Les résultats obtenus par simple hybridation in situ montrent que ’ARNm du
récepteur B1 est fortement exprimé dans de nombreuses aires impliquées dans la régulation
de la reproduction telles que les bandes diagonales de Broca, le noyau préoptique médian, le
noyau antéroventral périventriculaire, le noyau arqué et I’éminence médiane. Au niveau de
I’éminence médiane, ’ARNm de B1 est exprimé dans les tanycytes et les capillaires du
plexus porte.

Les résultats, obtenus par double hybridation in situ, montrent que les neurones a
GnRH expriment ’ARNm de B1. Ceci suggere que le récepteur B1 pourraient étre exprimé

au niveau des terminaisons nerveuses de 1a zone externe de I’éminence médiane.

Ainsi, au niveau de I’éminence médiane, le TGFB, mais aussi 1’activine, semblent
avoir la potentialité d’agir a la fois sur les tanycytes, les capillaires et vraisemblablement les
terminaisons nerveuses & GnRH. Ces observations suggerent que ces deux facteurs de
croissance pourraient étre impliqués dans le déclenchement et/ou la régulation des

phénomenes de plasticité se déroulant dans cette région au cours du cycle cestral.
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III. Implication du NO dans la modulation de la sécrétion de GnRH

dans la zone externe de I’éminence médiane

IIL.1. Libération de GnRH induite par la morphine et 1’anandamide via
’activation des récepteurs M; et CB1 et la sécrétion de NO : implication

de I’endothélium?

Notre troisieéme objectif a été d’étudier I’un des facteurs susceptible de réguler la libération
de GnRH au niveau de la zone externe de I’éminence médiane : le NO. Au niveau de
I’éminence médiane, 1’implication du NO dans la modulation de la sécrétion de certaines
hormones hypophysiotropes, telles que la GnRH et le CRF semble étre établie (Costa et al.,
1993 ; Karanth, Lyson et McCann, 1993 ; Moretto, Lopez et Negro-Vilar, 1993 ; Rettori et
al., 1993 ; Raber, Koob et Bloom, 1995 ; Lopez, Moretto et Negro-Vilar, 1997). Cependant,
Porigine et la cinétique de sécrétion de ce gaz restent inconnues dans cette région de
I’hypothalamus.

Grace a une collaboration avec le laboratoire du Docteur George Stefano, nous avons
pu entreprendre 1) I’étude en temps réel de la sécrétion de NO par des fragments d’EM, apres
une stimulation par un facteur donné, et 2) de déterminer I’implication directe de cette
sécrétion sur la libération de GnRH. Parallélement, dans le cadre de notre collaboration nous
avons aussi déterminé le réle du NO sur la sécrétion de CRF.

Les travaux de I’équipe de Stefano montrent que la morphine et 1’anandamide sont
capables de stimuler la sécrétion de NO par les cellules endothéliales via une action
specifique sur des récepteurs activant la NOS endothéliale constitutive (ecNOS) (Stefano et
al., 1995 ; Deutsch et al., 1997). Etant donné qu’au niveau de I’éminence médiane, les
capillaires portes hypophysaires sont fortements immunoréactifs pour la NOS (Ceccatelli et
al., 1992 ; Yamada, Emson et Hokfelt, 1996), nous avons émis 1’hypothése que la morphine
et ’anandamide pourraient stimuler la libération de NO par les cellules endothéliales de ces

capillaires. Nous avons donc entrepris de réaliser une étude ex vivo de I’effet de la morphine
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et de I’anandamide sur la sécrétion de NO, de GnRH et de CRF par des fragments d’EM de
rats males.

Bri¢vement, trois fragments d’EM sont placés dans un Ependorff contenant un milieu
de survie auquel sont ajoutées les différentes drogues étudiées. L effet de ces derniéres sur la
sécrétion de NO est mesurée par ampérométric a I’aide d’une électrode de carbone
recouverte d’une membrane qui ne laisse passer que les gaz. Cette électrode est plongée dans
le milieu a proximité des tissus. Nous noterons que 1’¢lectrode mesure spécifiquement le NO
libéré, car sa membrane ne laisse passer que les gaz, et que 1’autre neurotransmetteur gazeux
produit par le cerveau : le monoxyde de carbone (CO), ne posséde pas de potentiel d’oxydo-
réduction. En paralléle, la libération de GnRH et de CRF sont mesurées par dosages

radioimmunologiques dans le milieu de survie.

”*Lg’f;
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Abstract

Nitric oxide (NO) is involved in neurohormonal secretion from median eminence neuroendocrine nerve terminals. We report that
stimulation of NO release from median eminence fragments including vascular tissues occurs by u, receptor activation by morphine, or
by cannabinoid type 1 receptor activation by anandamide. The released levels of NO are lower after anandamide than after morphine
stimulation. These processes can be blocked by L-NAME, a specific nitric oxide synthase inhibitor, by naloxone for the morphine-stimu-
lated NO release, or SR 1417164, a specific CB1 receptor inhibitor, for the anandamide-stimulated NO release. Furthermore, morphine
and anandamide, by this NO dependent process, influences neurohormonal release from median eminence nerve terminals within 10 min.
Via this NO dependent process, morphine stimulates both GnRH and CRF release, whereas anandamide selectively stimulates GnRH
release. These observations together with previous data suggest that morphine and the anandamide-stimulated NO originates from the
vascular endothelium of the portal plexus. These results indicate that endothelial cells of the median eminence may be involved in the
release of neurohormones. © 1998 Elsevier Science B.V.

Keywords: Nitric oxide; GnRH; CRH; Opiate receptor; Cannabinoid receptor; Opioid; Median eminence; Hypothalamus

1. Introduction the genesis of pulsatile GnRH release from GnRH neurons
. [29]. NO is also implicated in interleukin (IL)-2, not IL-1,
stimulated CRF release [14,27,40). The source of NO for
these processes remains unknown in the ME. The NO,
crucial for the occurrence of the preovulatory GnRH surge,
may be of neuronal or endothelial origin; indeed, neuronal
nitric oxide synthase (nNOS) immunoreactivity is detected
in fibers located in the internal zone of the ME projecting
to the neurchypophysis [12,20], whereas endothelial consti-
tutive (ec) NOS is detected in endothelial cells located
very close to the neuroendocrine terminals of the ME
external zone [9,12,59].
Recently, we demonstrated that morphine stimulates
NO release from human endothelial cells [7,31,46,48],
invertebrate immunocytes and microglia {28,31] via the u,
opiate receptor subtype [45]. It has also been demonstrated

The median eminence (ME) is the common termination
field for adenohypophysiotropic systems. As a result, it
contains a variety of signaling processes, such as go-
nadotropin releasing hormone (GnRH) and corticotrophin
releasing factor (CRF) that control luteinizing hormone
(LH), follicle stimulating hormone (FSH) and adrenocorti-
cotropin (ACTH) release, respectively. Several studies
demonstrate that nitric oxide (NO) is involved in the
release of GnRH and CRF at the ME external zone
[6,14,27,29,33,40,41]. Blockage of NO release inhibits the
pulsatile LH secretion in male rats [41] and the induction
of the GnRH /LH surge induced by progesterone in estro-
gen-primed ovariectomized rats [6,33]. NO is involved in

* Corresponding author. Fax: +33-3-20-62-20-61; E-mail: that anandamide stimulates NO release from human en-
jcb@biserte lille.inserm.fr dothelial cells [15], invertebrate immunocytes and human

0006-8993 /98 /$19.00 © 1998 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
PII S0006-8993(98)00066-3 100



V. Prevot et al. / Brain Research 790 (1998) 236-244

monocytes [47] via the cannabinoid type 1 (CB1) receptor
[15].

In the present study we demonstrate that rat ME frag-
ments, including vascular elements, produces NO in re-
sponse to morphine and anandamide stimulation. Further-
more, the morphine and anandamide coupled NO release
stimulates GnRH and/or CRF release. Interestingly, these
actions occur within minutes after drug exposure to the
ME fragments in vitro. As such, this study represents the
first demonstration of a potentially new phenomenon,
namely, neurovascular regulation of hypothalamic hor-
monal signaling.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Experiments were performed on male pathogen-free
Wistar rats (CERJ, France), weighing 250-300 g. They
were housed four per cage, and were given free access to
food and water. All animals were subjected to fixed condi-
tions of lighting (from 0500 h to 1900 h).

2.2. Dissection procedure

Animals were sacrificed by decapitation. After rapid
removal of the brain, the median eminence and associated
vascular tissues were obtained by cutting with Wecker’s
scissors (Moria, France) the floor of the brain within the
following structures: posterior border of the optic chiasm
and the anterior border of the mamillary bodies. With this
-dissection, pieces containing ME were obtained with small
bits of arcuate nucleus fragments. Preoptic area fragments
were obtained by dissection within the following struc-
tures: anterior border of the optic chiasm, posterior border
of the optic chiasm, and lateral border of the optic chiasm.
The depth of the fragments was approximately 2 mm. The
total dissection time was less than 3 min from decapitation.

2.3. Incubation system

Median eminence fragments were immersed in Eppen-
dorff tubes containing 1 ml of Krebs—Ringer
bicarbonate /glucose buffer (pH 7.4) containing bacitracin
(23 uM; Sigma) and 100 M phosphoramidon (Sigma) in
an atmosphere of 95% O, /5% CO,. Three ME fragments
were used for each preparation. Preoptic area fragments,
used as control, were treated in the same manner as the
ME fragments.

2.4. NO determination
The tissue fragments were incubated as described above.

NO release was measured directly using an NO-specific
amperometric probe (World Precision Instruments, Sara-

sota, FL) as described [30,46,53]. Tip diameter of the
probe (25 pm) permitted the use of a micromanipulator
(Zeiss—-Eppendorf) to position the sensor, which was en-
closed in a Faraday’s chamber, 5 um above the tissue
surface. Calibration of the electrochemical sensor was
performed by use of different concentrations of a nitrosoth-
iol donor S-nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine (SNAP), as
described in detail elsewhere [44]. Baseline levels of NO
release were determined by evaluation of NO concentra-
tion for 30 min and were subtracted from NO release
obtained following morphine stimulation. In regard to the
opiate experiments, ME fragments were stimulated with 1
M morphine, a previously tested efficacious dose [46], in
absence or presence of naloxone (1 uM), N_-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME, a nitric oxide synthase
inhibitor; 100 wM) and with dynorphin [1-17] (1 pM), or
[D-Ala?, MePhe*,Gly(o1)*] enkephalin (DAMGO; 1 uM),
or [p-Ala?,Met®] enkephalinamide (DAMA; 1 uM). All
drugs were purchased from Sigma (France). Naloxone,
DAMA, and L-NAME were administrated 5 min prior to
morphine exposure. In regard to the cannabinoid experi-
ments, ME fragments were stimulated with 1 pM anan-
damide, a previously tested efficacious dose [47], in ab-
sence or presence of the CB1-R antagonist SR 141716A
(0.1 M), and the NOS inhibitor, L-NAME (100 uM).
Both L-NAME and SR 141716A were administrated 5 min
prior to anandamide exposure. SR 141716A was a gift
from Dr. Dale G. Deutsch of the Dept. of Biochemistry at
the SUNY at Stony Brook. The concentration of NO gas in
solution was measured in real time with computer data
acquisition (DUQ 18, World Precision Instruments) at a
sampling rate of 6/s [30,46]. NO release was evaluated
with simultaneous measurement of untreated control ME
fragments with a second probe to allow comparison of
each treatment group to its own control preparation. Data
acquisition was performed by the computer interfaced
DUO-18 software (World Precision Instruments). The ex-
perimental values were then transferred to Sigma-Plot and
-Stat (Jandel, CA) for graphic representation and evalua-
tion.

2.5. GnRH and CRF secretion determination

At the end of each experiment, the ME fragments were
immediately removed and EDTA was added to the milieu
(final concentration of 1072 M). GnRH concentrations
were measured in duplicate by RIA, according to Nett and
Adams’ method [35] with minor modifications. Monoiodi-
nated GnRH was isolated using a QAE Sephadex column.
Antiserum raised to GnRH-HSA, previously characterized
by Bairy et al. [2], was produced in rabbit and after
absorption by HSA, it was used to a final dilution of
1:140,000. The sensitivity was 1.2 pg/tube and the in-
traassay variability was 3.4%. CRF was measured by RIA.
Tyr-CRF (Bachem, Torrance, CA) was iodinated with 2
by the chloramine T method [23]. Antiserum raised to
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synthetic CRF conjugated to bovine thyroglobulin was
produced in rabbit and previously characterized by Tramu
et al. [52]; after absorption by thyroglobulin, it was used to
a final dilution of 1:32,500. The sensitivity of the assay
was 7 pg/tube. Intra and interassay coefficients of varia-
tion were 5% and 10%, respectively.

2.6. Statistics

All experiments were repeated a minimum of n =4-5
times and data obtained were evaluated for significant
differences between treatment groups using the one-tailed
Student’s z-test, where p <0.05 was considered to be
significantly different. For the NO determinations each
individual experiment was performed with its own control.

3. Results

3.1. Morphine-stimulated NO release

Evidence for NO release was obtained by direct mea-
surement of NO levels using a NO-specific amperometric
probe following stimulation of ME fragments either with
morphine or anandamide. Micromolar morphine was able
to stimulate NO release from ME fragments (21 + 3.2 nM)
within minutes of its application (Figs. 1 and 2), a phe-
nomenon that was naloxone sensitive (1 uM; NO level =
1.6 + 0.5 nM). Morphine exposure resulted in a short burst
of NO gas (Fig. 2). This effect was dose-dependent (data
not shown). By contrast, the u-selective opioid peptide,
DAMGO was without effect (NO level = 1.9 4 0.6 nM),
as was DAMA (NO level=1.5+ 0.8 nM; Fig. 2), a
S-selective opioid peptide, and dynorphin [1-17] (NO
level =24 + 1.0 nM), a k-selective opioid peptide. Fur-
thermore, pretreatment of the ME fragments with L-NAME
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Fig. 1. In vitro stimulation of NO production by morphine and its
antagonism by naloxonc. Rat median eminence fragments were stimu-
lated with morphine and evaluated for NO release over 10 min. Arrows
denote the time of drug application.
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Fig. 2. The antagonism of morphine-stimulated NO production by median
eminence fragments by naloxone and L-NAME over time, and lack of
NO production by DAMA. The values were obtained as noted in Fig. 1.
The actual values were transferred to Sigma Plot (Jandel) and graphed.
Morphine was added at time = 2 min. The 4 to 11 min morphine-induced
mean NO values are significant when compared to the other treatments at
the significance level of p <0.01.

(100 uM for 5 min before morphine exposure), a nitric
oxide synthase inhibitor, also abolished morphine-induced
(1 uM) NO release (Fig. 2). Morphine (1 M) did not
stimulate NO release from preoptic area fragments (NO
level = 2.3 4+ 1.1 nM; vehicle 1.1 & 0.8).

3.2. DAMA blocks morphine-stimulated NO release

DAMA, administered 2 min prior to morphine, at 1 nM
inhibited morphine-stimulated NO release from ME frag-
ments ( p < 0.05; Fig. 3). Lower concentrations of DAMA
(0.01 and 0.1 nM) had no effect on the morphine-stimu-
lated NO release (Fig. 3). Furthermore, the addition of 1
nM naltrindole, a 8, opioid receptor agonist, blocked the
effect of DAMA inhibition of morphine-stimulated NO

—®— Morphine (10" M) Alone
—O— pama (10 '“M)&Mmphine
—¥— pama 10 10 MyMorphine
—¥— DAMA (10 *® M)*Morphine

Nitric Oxide nM (SEM)

Min
Fig. 3. Morphine-stimulated NO release is partly inhibited by DAMA (1

nM). The values were obtained as noted on Figs. 1 and 2. Arrows, time of
drug addition. D: DAMA; M: morphine.
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Fig. 4. The antagonism of anandamide-stimulated NO production by
median eminence fragments by SR 141716A and L-NAME over time.
The values were obtained as noted in Figs. 1 and 2. Anandamide was
added at time = 2 min. The 4 to 11 min anandamide-stimulated mean NO
values are significant when compared to the other treatments at the
significance level of p < 0.01.

release (1 uM morphine alone at 4 min, NO level = 13.8
+4.1 nM; 1 nM DAMA alone, NO level = 1.5 + 0.8 nM;
DAMA plus morphine with DAMA given first by 2 min,
NO level=5.2 + 14 nM; DAMA plus morphine plus
naltrindole 1 nM, given 2 min to DAMA, NO level = 12
+3.4 0M and p < 0.05 compared to other values).

3.3. Anandamide-stimulated NO release

Micromolar anandamide was able to stimulate the ME
fragments to produce NO within 2 min of its application
(Fig. 4). The CB1 antagonist SR 141716A significantly
decreased the effect of anandamide while the NOS in-
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Fig. 5. In vitro stimulation of GnRH release from median eminence
fragments by morphine (M; 1 uM) (black column). Morphine-stimulated
GnRH release is antagonized by naloxone (Nal, 1 uM) indicating that
morphine acts via a receptor mediated process, and is inhibited by
L-NAME (100 M) indicating that the transduction pathway occurs via
NO release (white columns). In this figure, the height of the column
Tepresents the mean, and the vertical line represents SEM. (a vs. band ¢
vs. d are significantly different, p < 0.05).
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Fig. 6. In vitro stimulation of CRF release from median eminence
fragments by morphine (M; 1 M) (black column). Morphine-stimulated
CRF release is antagonized by naloxone (Nal, 1 pM) indicating that
morphine acts via a receptor mediated process, and is inhibited by
L-NAME (100 uM) indicating that the transduction pathway occurs via
NO release (white columns). In this figure, the height of the column
represents the mean, and the vertical line represents S.EM. (a vs. b and ¢
vs. d are significantly different, p < 0.05).

hibitor, L-NAME abolished anandamide-stimulated NO
release from ME fragments ( p < 0.05; Fig. 4).

3.4. Morphine stimulates a rapid GnRH and CRF secre-
tion from median eminence fragments

Morphine (1 pM), as SNAP (1 uM, NO donor),
induced a dramatic increase in GnRH and CRF release
(Figs. 5-8) that occurred within 10 min of its exposure to
ME fragments. This morphine induced GnRH and CRF
release (p <0.0001 for both) was antagonized by nalox-
one (1 uM) (p <0.05 and p <0.01, respectively) and
inhibited by L-NAME (100 uM; p < 0.01 for both; Figs.
5 and 6). Interestingly, in the presence of both naloxone
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Fig. 7. In vitro stimulation of GnRH release from median eminence
fragments by anandamide (1 uM), morphine (1 #M) and SNAP (1 pM).
a vs. band ¢ vs. d, p <0.05.
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Fig. 8. In vitro stimulation of CRF secretion from median eminence
fragments by morphine (1 uM) and SNAP (1 uM), but not by anan-
damide (a vs. b and ¢ vs. d, p <0.05).

and L-NAME, the GnRH levels were still significantly
higher than those of the control, indicating possible opioid
receptor cross-talk (Figs. 5 and 6). SNAP-stimulated GnRH
and CRF release was significantly higher than the mor-
phine-stimulated GnRH and CRF release ( p < 0.0001 and
p <0.05, respectively; Figs. 7 and 8).

3.5. Anandamide stimulates GnRH but not CRF secretion
from median eminence fragments

Anandamide (1 uM) induced a dramatic increase in
GnRH secretion ( p < 0.05; Fig. 7) but not CRF secretion
(Fig. 8) from ME fragments. The anandamide-stimulated
GnRH release occurs as that of morphine, within 10 min.
After the stimulation of the ME with anandamide, GnRH
levels were comparable to those obtained after morphine
stimulation.

4. Discussion

The results of the present in vitro study demonstrate
that the rat ME fragments produce NO, a signaling
molecule that has been involved in neuroendocrine secre-
tion (see Refs. [8,26]). NO production is stimulated from
ME fragments that include vascular endothelia by mor-
phine in a naloxone antagonizable manner and in a L-
NAME sensitive process. Opioid peptides, including
select molecules, do not stimulate in vitro NO production
from ME. This profile, demonstrating opiate alkaloid-
selective sensitivity and opioid peptide insensitivity, is
characteristic of the presence of the p, opiate receptor
previously characterized by Stefano et al. [45]. Morphine-
stimulated ME NO production, therefore, appears to be
mediated by the p, opiate alkaloid-selective receptor.
Furthermore, opioid peptides appear to uncouple the mor-
phine-stimulated release of NO, indicating the dynamic
nature of the process. Indeed, DAMA preincubation dimin-

ished the morphine-stimulated NO release via the 8, opi-
oid receptor as demonstrated by naltrindole blockade of
DAMA'’s action. We show that morphine coupled NO
release stimulates GnRH and CRF secretion as does the
NO-donor SNAP from ME fragments. The morphine in-
duced GnRH and CRF release was antagonized by nalox-
one and L-NAME, indicating that the morphine-stimulated
GnRH and CRF release occurred via the u, receptor-
mediated NO release process. Additionally, anandamide, in
a L-NAME sensitive process, also stimulates NO release
from ME fragments. SR 141716A antagonizes the anan-
damide-stimulated release of NO indicating that this pro-
cess is mediated by the CB1 receptor [15]. Unlike mor-
phine, anandamide coupled NO release stimulates GnRH
secretion, but not CRF secretion.

Recent studies have demonstrated the presence of the
t3—NO coupling in human endothelial cells [46] and in
glial cells [28]. In the ME two types of NOS exist: a nNOS
located in fibers of the ME internal zone [12,20]; and a
ecNOS located in the vascular endothelia of the pituitary
portal vessels [9,12,59]. Furthermore, NOS appears not to
be detected in glial cells under physiological conditions
[18] and has never been detected in ME glia. In our hands,
NO release was not stimulated by morphine from preoptic
area fragments which exhibits intense nNOS immuno-
reactivity around GnRH cell bodies [38,59]. This strongly
suggests that nNOS is not involved in the morphine cou-
pled NO-stimulated GnRH and CRF secretion from ME
fragments, and that ecNOS is involved in this phe-
nomenon. This is consistent with the u; endothelial pres-
ence [46]. Our negative result, in the preoptic area, is in
accordance with the work of Pu et al. [38] showing that
morphine inhibited cGMP efflux in the rat preoptic area
which is a reliable index of NO output in vivo {54]. Thus,
rather than stimulate NO release as it does in median
eminence, morphine inhibits NO production at the preoptic
area level via an inhibition of nNOS activity [38]. These
data dismiss the implication of nNOS activity in the
morphine-stimulated NO release from median eminence
fragments, and further support that the location of the
opiate alkaloid coupling to NO release is vascular. The
endothelial-NO implication in neuroendocrine processes is
strengthened by a previous work showing that central
administration of antisense oligonucleotides to ecNOS, in
estrogen-primed ovariectomized rats treated with proges-
terone [1], suppresses the progesterone-induced LH surge
whereas the effect obtained with nNOS antisense is not
evident. As NO is involved in the genesis of pulsatile
GnRH release [29], we surmise that ecNOS antisense
oligonucleotides might have inhibited the expression of the
ecNOS in the ME endothelia leading to an inhibition of
NO release. In conclusion, these data, taken together,
indicate that the NO released in response to morphine is
vascular in origin.

The morphine-induced GnRH release reported in the
present study, at first glance, appears to contradict earlier

104



V. Prevot et al. / Brain Research 790 (1998) 236244

studies [13,39]. In vivo studies show that high dose mor-
phine inhibits GnRH and LH surge in female rats on the
day of proestrus [13,39], whereas low dose exposure either
increases LH [39,60] or decreases it [13,24]. Taken to-
gether, it is possible that long-term morphine action in-
volves other opioid peptide receptors acting via another
process, i.e., inhibiting nNOS in the preoptic area. More-
over, we recently demonstrated that constitutive NOS NO
can inhibit inducible NOS and its longer lasting NO
release [48). We surmise, the contradiction regarding mor-
phine actions arises in experimental differences. Experi-
ments designed to examine prolonged actions of the opiate
alkaloids frequently miss earlier critical processes that
regulate the expression of the long term process [48].
Indeed the complexity is even found in the present study.
L-NAME and naloxone completely blocked ME NO re-
lease, however, they only partially diminish GnRH release.
The answer to this problem may be in the presence of
other opioid receptors that may also modulate GnRH and
CRF release, i.e., 8,, that exhibits a poor affinity for
naloxone. In invertebrates both morphine and opioid pep-
tides inhibit the release of ganglionic dopamine [49]. How-
ever, morphine performed its action via a NO dependent
process and the opioid peptides performed the same action
via a non-NO dependent process. Thus, we can safely
conclude that opioid receptor cross-talk may be occurring,
indicating a opioid and opiate alkaloid convergence on
GnRH and CRF release modulation.

In morphine-stimulated release of CRF, the present
study extends the observation of Nikolarakis et al. [36,37]
and those of Buckingham [11] by demonstrating that mor-
phine’s action may occur via the release of NO. We
surmise the NO-stimulated release of CRF in turn induces
the release of ACTH. These observations are strengthened
by the fact that a potent NO-donor, SNAP, mimics mor-
phine’s action. Our results are in disagreement with the
results of Costa et al. [14] in which NO donors and
precursors did not alter basal CRF release from hypothala-
mic explants, but are in accordance with those of Raber et
al. [40] showing that nitroprusside, an NO generator, in-
duces CRF release. This difference again can be explained
by the acute nature of the present experiments. '

Cannabinoid receptors are present in various brain areas
[21,32,34] with a neuronal localization [22]. Interestingly,
binding studies demonstrated a quasi absence of sites in
the nervous part of ME [21], dismissing the implication of
neuronal CB1 receptor (CB1-R) in the anandamide-stimu-
lated NO release from ME fragments. Consequently, we
surmise that the action of anandamide occurs via CB1
receptors located on endothelia. This hypothesis is
strengthened by the finding that RT /PCR of rat endothe-
lial cells revealed transcripts for CB1-R that binds anan-
damide [15]. Rat and human endothelial cells exhibit spe-
cific, high-affinity binding of anandamide that initiates
vasodilatation via NO that can be blocked by NOS inhibi-
tion or exposure to the CBI1-R antagonist SR 141716A

[15,48). The ability of anandamide to release NO was first
noted in invertebrate immunocytes and human monocytes
[47]. Regarding the select release of GnRH from ME
fragments by anandamide, previous in vivo studies
{25,55,58] with &°-tetrahydrocannabinol (THC), the main
psychoactive component of marihuana, appear to contra-
dict the results of the present study. Some demonstrated
that high dose THC suppresses plasma LH and stimulates
ACTH levels via CRF release stimulation [25,55]. Another
work showed that low dose THC alters pituitary LH
release via an inhibition of GnRH release [58). The pres-
ence of cannabinoid receptors in the paraventricular nu-
cleus [21] and the fact that anandamide induces FOS
expression here [57], suggests that anandamide has a neu-
ronal action on this brain area that contains the CRF cell
bodies. Conversely, absence of cannabinoid receptors on
neuronal material in the ME [21,22] and their existence in
endothelial cells [15) suggest a vascular action of anan-
damide at the ME, thus supporting our results. Conse-
quently, anandamide might have both a fast action on
median eminence neuroendocrine terminals implicating NO
release from portal vessel endothelial cells, via a CB1
receptor-ecNOS process [15,47], and a more delayed ac-
tion on paraventricular nucleus neurons implicating proteic
synthesis.

Our findings raise another important question, how can
the ME fragments distinguish anandamide-stimulated NO
release from that of morphine, as noted by the cannabinoid
selective release of GnRH? We surmise that the answer
lies in the amount of NO released since morphine stimu-
lates greater peak NO levels than anandamide. We first
noted that morphine releases more NO than anandamide in
invertebrate and human immune celis [47]. This observa-
tion was extended to include human endothelial cells [48].
In the present study, we think that the same phenomenon is
occurring, namely, that a higher level of NO gas produc-
tion can influence more processes before being ‘con-
sumed’, i.e., hemoglobin. This is also evident in the higher
levels of the hormones released after SNAP exposure
which represents almost a total immersion in NO com-
pared to a select release at coupled receptor sites. Addi-
tionally, after exposure to opiate alkaloids, endothelial
cells in vitro change their conformation and become more
rounded [31]. This observation is important in that to the
degree this is possible in vivo, a slight retraction of the
cytoplasm would allow for greater permeability, i.e., signal
molecule trafficking.

In the present study, the release of NO from the median
eminence was able to modulate neuroendocrine secretion.
The fact that the processes were mediated either by w;
receptor or by CBI1 receptor suggest that our results are
physiologically significant (Fig. 9). As regard the g,
receptor, morphine could be the endogenous agonist since
nonpeptide opioids recognized by antisera raised against
morphine has been isolated from beef brain [19,56]. Re-
cently, Bianchi et al. {4,5], by immunocytochemical analy-
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Fig. 9. Schematic representation of the possible interaction of morphine and anandamide with endothelial cells of the pituitary portal vessels and role of the
nitric oxide (NO) of endothelial origin on GnRH and CRF release from median eminence neuroendocrine terminals. For detailed description, see Section 4.
NT, nerve terminal; Tan, tanycyte; E, endothelial cell; nNOS, neuronal nitric oxide symhase, ecNOS, endothelial constitutive nitric oxide synthase; CB,
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sis, argued for the presence of reaction products to mor-
phine in perikarya, fibers, and terminals of neurons in
discrete areas of the rat brain, including the hypothalamus.
The observation of a morphine-like compound in the rat
hypothalamus [5] is important since, as noted earlier, mor-
phine increases the plasma levels of CRF, ACTH and
glucocorticoid 13,10,17,36,37,42]. In 1994, Stefano and
Scharrer [50] surmised that an indirect pathway for the
suppression of immune processes by morphine can be
postulated; namely that via the hypothalamic—hypo-
physeal—adrenal axis since CRF, ACTH and glucocorti-
coids inhibit immunocyte activities (see Ref. [51]). In this
case, the final outcome, immunosuppression, must be visu-
alized to be initiated by a stimulatory signal from a
morphine-like compound, furnished by the brain, to CRF-
producing neurons of the hypothalamus, the first way
station in this axis. As regards CB1 receptor, anandamide
(arachidonoylethanolamide) is an endogenous agonist of
this receptor that was isolated from porcine brain [16].
Given this, the present report strongly suggests that the
microvascular brain endothelial cells are involved in the
modulation of hypothalamic neurosecretory processes.
Thus, vascular neuroimmune phenomena may represent
another regulatory process to ensure appropriate signaling
of organismal homeostasis.

In conclusion, the endothelial cells of the pituitary
portal vessels, located at the proximity of GnRH and CRF
nerve terminals (Fig. 9), appear to be a major source of

NO that is involved in the control of a rapid GnRH and
CRF secretion and thus, in reproduction and neuroimmu-
nity. The control of neuroendocrine secretion by endothe-
lial NO in response to p; and CB1 stimulation represents
a new concept involving autoimmunovascular regulation
[43).
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Les résultats de cette étude montrent que les fragments d’éminence médiane sont capables de
synthétiser et de libérer du NO. Cette sécrétion de NO est mesurée dans les secondes qui
suivent ’addition de molécules telles que la morphine et I’anandamide qui agissent sur des
récepteurs spécifiques, My et CB1 (récepteur cannabinoid type 1) respectivement. Le
récepteur de type p; a été caractérisé pharmacologiquement par Stefano et al. en 1993,

comme étant un récepteur aux opiacés, insensible aux peptides opioides endogenes.

Etant donné la rapidité de I’action de la morphine et de 1’anandamide sur la sécrétion
de NO, leurs récepteurs sembleraient étre directement couplés & une NOS constitutive. Nous
noterons que la morphine entraine une libération de NO deux fois plus importante que
I’anandamide.

0 aux peptides

Les résultats montrent, par ailleurs, que les agonistes du récepteur
opioides endogenes inhibent la sécrétion de NO induite par la morphine, suggérant qu’il

existe des interactions dynamiques entre les différents systémes opioides.

Enfin, les résultats montrent que la morphine stimule une libération rapide de GnRH
et de CRF dans le milieu, dans les dix minutes qui suivent son addition. Cette libération de
GnRH et de CRF, induites par la morphine, passe via 1’activation de son récepteur et la
sécrétion de NO, car cet effet est antagonisé par la naloxone et est inhibé par le L-NAME, un
inhibiteur spécifique de la NOS.

L’anandamide, cette molécule ne stimule que la libération de GnRH. L’absence d’une
libération de CRF suite a une sécrétion de NO induite par ’anandamide pourrait s’expliquer
par le fait que la sécrétion de NO engendrée par ’anandamide est approximativement deux
fois moins importante que celle engendrée par la morphine. Ainsi les terminaisons nerveuses
a CRF ne pourraient étre sensibles qu’a des concentrations élevées de NO. Cette dernicre
observation suggere une modulation sélective de la libération de certaines neurohormones en

fonction des taux de NO sécrétés.
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II1.2. Libération de GnRH induite par I’cestradiol via 1’activation d’un récepteur

membranaire et 1a sécrétion de NO d’origine endothéliale

L’étude précédente nous a permis de déterminer que 1’éminence médiane était
capable de sécréter du NO susceptible de moduler la sécrétion de GnRH. La libération de NO
a été notamment obtenue via I’action de la morphine sur les récepteurs aux opiacés de type
p3. L’intervention d’une ‘‘morphine-like endogeéne’ agissant physiologiquement sur la
libération de GnRH reste cependant tres hypothétique. Par contre, de nombreux arguments
nous ont fait penser que 1’cestradiol pourrait étre impliquée dans la synthese et la libération
de NO au niveau de ’éminence médiane. En effet, 1’cestradiol et non seulement connue pour
moduler ’expression de la nNOS et de 1’ecNOS via une action génomique (Weiner et al.,
1994 ; Hayashi et al., 1995), mais aussi pour stimuler une sécrétion rapide de NO par les
cellules endothéliales (Lantin-Hermoso et al., 1997). De ce fait, nous avons envisagé que la
17B-cestradiol puisse stimuler la sécrétion de NO par des fragments d’EM, via une action sur

les capillaires du plexus porte hypophysaire.

Le but de ce travail a donc été de rechercher :
1) Si P'eestradiol pouvait provoquer une libération de NO lorsqu’elle était
appliquée sur des fragments d’éminence médiane.
2) Par quel mécanisme I’cestradiol pouvait éventuellement agir.

3) Déterminer I’origine du NO sécrété.

La méthode utilisée, afin de vérifier notre hypothése, est identique & celle énoncée pour

I’expérience précédente.
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ABSTRACT

The median eminence (ME), which is the common termination field
for adenchypophysiotropic systems, has been shown to produce nitric
oxide (NO), a signaling molecule involved in neuroendocrine secre-
tion. Using an ex vivo technique, 173-estradiol exposure to ME frag-
ments, including vascular tissues, stimulated NO release within sec-
onds in a concentration-dependent manner, whereas 17a-estradiol or
testosterone had no effect. 17B-Estradiol conjugated to BSA (E,-BSA)
also stimulated NO release, suggesting mediation by a membrane
surface receptor. Tamoxifen, an estrogen receptor inhibitor, antago-
nized the action of both 178-estradiol and E,-BSA. Furthermore,
estradiol-stimulated NO stimulates GnRH release. This was demon-
strated by hemoglobin (a NO scavenger), N“-nitro-L-arginine methyl

ester, and L-N®-(1-iminoethyl)ornithine (nitric oxide synthase inhib-
itors) inhibition of estradiol stimulated NO and GnRH release. In this
regard, L-N°-(1-iminoethyl)ornithine, specific for endotheliol consti-
tutive nitric oxide synthase, was significantly more potent, suggesting
that the estradiol-stimulated NO release arose from vascular endo-
thelial cells. Additionally, the NO-stimulated GnRH release occurs
via guanylyl cyclase activation in GnRH nerve terminals, as 0DQ, a
potent and selective inhibitor of NO-sensitive guanylyl cyclase, abol-
ished the estradiol-stimulated GnRH release. The results suggest
that at physiological concentrations, 17B-estradiol may have imme-
diate actions on ME endothelial cells via nongenomic signaling path-
ways leading to NO-stimulated GnRH release. (Endocrinology 140:
652-659, 1999)

GnRH IS synthesized in neuronal cell bodies diffusely
distributed in the preoptic area and is secreted from
neuroendocrine terminals localized in the median eminence
(ME). Once secreted, GnRH enters the portal vessels and is
then transported to the anterior pituitary, where it modulates
the synthesis and secretion of gonadotropins, which are es-
sential to gonadal function and reproduction. The secretory
activity of GnRH neurons is controlled by neural and glial
regulatory processes (1-4). Neuronal inputs are mediated via
trans-synaptic mechanisms, and glial influences are con-
veyed via substances such as transforming growth factors
(5-8). Interestingly, endothelial-ME signaling can occur by
nitric oxide (NO) coupling as recently demonstrated (9, 10).
In regard to NO, it is a signaling molecule involved in the
regulation of numerous neuroendocrine secretions (11) and
particularly GnRH release from the neuroendocrine termi-
nals located in the ME external zone (12). NO is also con-
sidered to be an important endothelium-derived relaxing
factor and may also function to protect blood vessels against
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atherosclerotic development by inhibiting monocyte adhe-
sion to the endothelium (for review, see Ref. 13). Concerning
estrogen, estradiol can increase endothelial and neuronal
nitric oxide synthase (NOS) activities in both males and
females (14) and thus endothelial NO production by a cy-
tosolic receptor-mediated system (15).

In this regard, the present study démonstrates that rat ME
responds to acute estradiol exposure by releasing NO. We
further demonstrate that a consequence of this estrogen-
stimulated NO release is the release of GnRH from ME frag-
ments. Taken together, this study represents the first study
in which estrogen is demonstrated to exert acute actions that
have immediate biological consequences, i.e. hormonal re-
lease. Furthermore, of equal importance is the demonstration
that this signaling process can be initiated and regulated by
vascular endothelial cells, demonstrating the presence of
neurovascular regulatory processes.

Materials and Methods
Animals

Experiments were performed on male rats, which have low estrogen
levels but comparable estrogen receptor expression as females (16-21).
The Wistar rats (CER], St. Berthevin, France), weighing 300-350 g, were
housed four per cage and given free access to food and water. All
animals were subjected to fixed conditions of lighting (from 05001900
h). All experiments were carried out in accordance with the Furopean
Communities Council Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC).
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Dissection procedure

Animals were killed by decapitation. After rapid removal of the brain,
the median eminence and associated vascular tissues were dissected
under a binocular magnifying glass by cutting with Wecker’s scissors
(Moria, France) the floor of the brain within the following limits: pos-
terior border of the optic chiasm and the anterior border of the mamillary
bodies. With this type of dissection, pieces containing ME were obtained
with very little arcuate nucleus fragments. The total dissection time was
less than 3 min from decapitation.

Incubation system

After dissection, ME fragments were washed twice in Krebs-Ringer
bicarbonate/glucose buffer (pH 7.4) containing bacitracin (23 pm; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) in an atmosphere of 95% O,-5% CO, and
then immersed in Eppendorf tubes containing 700 gl of the same buffer.
Three ME fragments were incubated in each tube.

NO determination

The tissue fragments were incubated as described above. NO release
was measured directly using a NO-specific amperometric probe (World
Precision Instruments, Sarasota, FL) as described previously (9, 22-24).
The tip diameter of the probe (25 pm) permitted the use of a microma-
nipulator (Zeiss-Eppendorf, Hamburg, Germany) to position the sensor
5 mm above the tissue surface. Calibration of the electrochemical sensor
was performed by use of different concentrations of a nitrosothiol donor
S-nitroso-N-acetyl-p,L-penicillamine, as described in detail previously
(25). The probe needed 15 min to stabilize after its immersion in the
Krebs-Ringer bicarbonate/glucose buffer medium, and baseline levels
of NO release were determined by evaluation of the NO concentration
released from unstimulated ME fragments. Drugs were added to the
buffer after the stabilization time, and NO release was monitored for 20
min. ME fragments were stimulated with various concentrations of
17B-estradiol (1071*-1077 M) or 17B-estradiol conjugated to BSA (E,-
BSA; 1073-10"7 m 17B-estradiol) or testosterone (10~13-10"7 m; four
tubes were run for each condition). ME fragments were stimulated with
17a-estradiol (1078 m; n = 4); tamoxifen (1078 M), an estrogen receptor
antagonist (n = 4); tamoxifen (1078 m) plus 17B-estradiol (1078 M; n =
4); or tamoxifen (1075 M) plus E,-BSA (1078 M; n = 4). Tamoxifen was
added to the milieu 5 min before 178-estradiol or E,-BSA. The concen-
tration of NO gas in solution was measured in real-time with computer
data acquisition (DUO 18, World Precision Instruments) at a sampling
rate of 6/5s (22, 23). NO release was evaluated with simultaneous mea-
surement of untreated control ME fragments with a second probe to
allow comparison of each treatment group to its own control prepara-
tion. Data acquisition was performed by the computer-interfaced
DUO-18 software (World Precision Instruments). The experimental val-
ues were then transferred to Sigma-Plot and Sigma-Stat (Jandel, San
Rafael, CA) for graphic representation and evaluation.

GnRH secretion determination

The tissue fragments were incubated as described for the NO deter-
mination. Drugs were added to the medium after an equilibration period
of 15 min. The stimulation period was 10 min. NOS inhibitors, N“-nitro-
L-arginine methyl ester (L-NAME; 4 X 107° m) or L-N>-(1-iminoeth-
ylornithine (L-NIO; 4 X 107%,4 X 10755 X 1077, and 5 X 107% m), or
the potent and selective inhibitor of NO-sensitive guanylyl cyclase,
1H-[1,2 4]oxadiazolo(4,3a]quinoxalin-1-one (ODQ; 2 X 107° M) (26-29),
were added to the milieu 5 min before 17B-estradiol or E,-BSA. L-NIO
is a well known inhibitor of NOS (30) and shows a better inhibition of
endotheliol constitutive NOS (IC5, = 0.5 X 107° M) (30) than neuronal
NOS (nNOS; 1Cs, = 3.9 X 107¢ m) (31). Four tubes were run for each
experiment. At the end of each experiment, the ME fragments were
immediately removed, and EDTA was added to the milieu (final con-
centration, 1072 m). GnRH concentrations were measured in duplicate
by RIA as described previously (9). The sensitivity for GnRH was 1.2
pg/tube, and the intraassay variability was 3.4%. GnRH antibody was
a gift from Dr. Tramu of the CNRS URA 339, Université Bordeaux I
(Talence, France). All drugs were purchased from Sigma Chemical Co.

(St. Quentin Fallavier, France), except L-NIO and ODQ, which were
purchased from Calbiochem (France Biochem, Meudon, France).

Plasma estradiol and testosterone determinations

After decapitation, trunk blood was collected into vials containing 50
£1 0.3 M EDTA and centrifuged. Plasma was stored at —20 C until
estradiol and testosterone RIAs.

Plasma estradiol was measured using a RIA kit optimized for the
direct quantitative determination of very low concentrations of 178-
estradiol in human serum and plasma (e.g. in children), purchased from
Sorin Biomedica (Antony, France). The assay sensitivity was 0.2 pg/
tube, and intra- and interassay variances were 5.6% and 7.3%,
respectively.

Testosterone levels were measured using a RIA kit optimized for the
direct quantitative determination of very low concentrations of testos-
terone in human serum and plasma, purchased from Amersham (Les
Ulis, France). The assay sensitivity was 5 pg/tube, and intra- and in-
terassay variances were 5.1% and 11.5%, respectively.

Statistics

All experiments were repeated a minimum of four times, i.e. at least
four tubes where run for each condition. The results were analyzed by
one-way ANOVA with repeated measures, and the significance of dif-
ferences was determined by the Student-Newman-Keuls test. The dif-
ferences between the means of two groups were calculated by Student’s
t test, where P < 0.05 was considered significantly different.

Morphology

To assure that tissues were able to maintain a high level of biological
organization during the experiments, which may reflect their responses
to stimulation, some ME fragments were immersed for 2 h in a fixative
mixture of 2% paraformaldehyde, 0.2% picric acid, and 0.1% glutaral-
dehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, for 2 h at 4 C after a 15-min
stabilization time plus a 20-min stimulation time. Pieces of tissue were
postfixed for 1h at room temperature with 1% OsO, in phosphate buffer
and were embedded in Araldite after dehydration.

Semithin sections (1-2 um thick) were obtained to observe the tissue
conservation at the light microscopy level and ultrathin sections (80-90
nm thick) were obtained to observe the ultrastructural aspect of the ME.

Results
Direct evaluation of NO release from ME fragments

NO release was measured in real-time using a NO-specific
amperometric probe after stimulation of ME fragments with
either 17B-estradiol or E,-BSA.

17B-Estradiol stimulates NO release

17B-Estradiol induced a concentration-dependent increase
in NO release from ME fragments (Figs. 1 and 2). Increasing
concentrations of 178-estradiol (107*~10"7 m) resulted in a
dose-dependent increase in NO release, with a maximal ef-
fect observed after 107® m 17B-estradiol treatment (Fig. 1).
NO release peaked after 2 min of 17B-estradiol treatment of
the ME fragments (Fig. 2). Addition of 107 m 17B-estradiol
failed to induce a significant increase in NO release. The
median effective concentration (ECgg) value for 17B-estra-
diol-induced NO release was approximately 107 M.

Testosterone does not stimulate NO release
Increasing concentrations of testosterone (107**~1077 M)

had no effect on NO release from ME fragments (Fig. 1).
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F1c. 1. Dose-dependent release of NO after in vitro stimulation of
median eminence fragments by 17B-estradiol and E,-BSA. Testos-
terone has no effect on NO release. The graphed values represent peak
values obtained 2 min after drug exposure. The ME fragments are
exposed to the agents for the entire observation period (15 min; see
Fig. 2, inset). Each experiment was repeated four times, and the
resulting means * SEM are graphed.
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Fig. 2. Steroid-specific stimulation of NO release by 17B-estradiol
via a membrane receptor. 178-Estradiol stimulates NO release from
ME fragments within 2 min of its application. 17«-Estradiol had no
effect on NO release (P < 0.001). 178-Estradiol coupled to BSA stim-
ulates NO release at the same time as 178-estradiol (P < 0.01),
indicating that estradiol acts at the membrane surface. The 17p-
estradiol- and E,-BSA-stimulated NO releases were antagonized by
tamoxifen, an antiestrogen compound. 178-Estradiol, E,-BSA, and
17«-estradiol were added to the milieu at 2 min. Inset, Representative
amperometric NO release after in vitro stimulation of NO production
by 17p-estradiol (arrow, time of drug application). Each experiment
was repeated four times, and the resulting means * SEM are graphed.

The action of estradiol is steroid specific

17a-Estradiol (1078 m) did not stimulate NO release (Fig.
2). Tamoxifen (1078 M), an estradiol receptor inhibitor, sig-
nificantly diminished (Fig. 2; P < 0.01) 17B-estradiol-stim-
ulated NO release.
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17B-Estradiol acts at a surface receptor

17p-Estradiol appears to stimulate NO release by acting at
the membrane surface, not on an intracellular receptor. E,-
BSA (1078 m), which does not penetrate the cellular mem-
brane due to its size, also stimulates NO release from ME
fragments within 2 min of its application in a tamoxifen-
sensitive manner (Fig. 2). As for 17B-estradiol, E,-BSA-stim-
ulated NO release is dose dependent (Fig. 1). Stimulation of
the ME with 107! M E,-BSA failed to stimulate a significant
increase in NO release. The median effective concentration
(ECsp) for E,-BSA-stimulated NO release is approximately
3x 107 M.

17B-Estradiol and 17B-estradiol coupled to BSA stimulate a
rapid GnRH secretion from ME nerve terminals

17B-Estradiol (107'° and 1078 M), like E,-BSA (1078 1),
induced a release of GnRH from ME fragments (Figs. 3 and
4) within 10 min of their application. GnRH levels were
significantly increased in the medium after 17B-estradiol or
E,-BSA addition (Fig. 4; P < 0.05) compared with those in the
untreated groups. E,-BSA was as potent as 17B-estradiol in
inducing GnRH release from ME fragments, whereas 17a-
estradiol had no effect on GnRH release (Fig. 4).

Estradiol-stimulated GnRH release occurs via NO release

E,-BSA-stimulated GnRH release was significantly inhib-
ited by hemoglobin (2 pg/ml), a NO scavenger, and
L-NAME (4 X 107® m), a NOS inhibitor (Fig. 5). The same
results were obtained for 17B-estradiol.

Estradiol-NO-mediated GnRH release occurs via
ecNOS activation

L-NIO, a more selective inhibitor of ecNOS than of nNOS,
succeeded in inhibiting E,-BSA-stimulated GnRH release

n
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GnRH ( pg / 3 median eminence fragments )
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Controls 17 B -estradiol 17 p -estradiol
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Fi16. 3. In vitro stimulation of GnRH release from ME fragments by
17B-estradiol (107 and 1078 M; black columns). In this figure, the
height of the column represents the mean, and the vertical line rep-
resents SEM. *, Significantly different from the white columns, P <
0.05. In the following experiments, 17B-estradiol was used at 1078 M
because this concentration induces maximal NO release (see Fig. 1).
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Fi1G. 4. In vitro stimulation of GnRH release from ME fragments by
17B-estradiol (10~ M) and E,-BSA (1078 M; black columns). Estradiol-
stimulated GnRH release is steroid specific, as 17a-estradiol (1078 m)
had no effect (white columns). In this figure, the height of the column
represents the mean, and the vertical line represents the SEM. *,
Significantly different from the white columns, P < 0.05; **, signif-
icantly different from the white columns, P < 0.01.
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FiG. 5. In vitro stimulation of GnRH release from ME fragments by
E,-BSA (1078 M; black column) and its inhibition by hemoglobin (Hb;
2 pg/ml) and L-NAME (4 X 107% M; white columns), indicating that
the E,-BSA-stimulated GnRH release occurs via NO release. In this
figure, the height of the column represents the mean, and the vertical
line represents the SEM. *, Significantly different from the white col-
umns, P < 0.05.

when added at 5 X 1077 m (Fig. 6). The same results were
obtained for 17g-estradiol. )

NO stimulation of GnRH release occurs via guanylyl
¢yclase activation

The NO-mediated GnRH release after estradiol stimula-
tion (17B-estradiol or E,-BSA 1078 m) was inhibited by ODQ
(2 X 107 M), an inhibitor of NO-sensitive guanylyl cyclase
(Fig. 7).
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FiG. 6. In vitro stimulation of GnRH release from ME fragments by
E,-BSA (1078 M; black column) and its inhibition by L-NTO. The
inhibition of the E;-BSA-stimulated GnRH release initiated by L-NIO
is significant at 5§ X 1077 M, indicating that the major source of NO
might be endothelial in origin (see Discussion). L-NIO is unable to
significantly inhibit E,-BSA-stimulated GnRH release when applied
at 5 X 1078 M. In this figure, the height of the column represents the
mean, and the vertical line represents SEM. **, Significantly different
from the columns with *, P < 0.05.
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Fi1G. 7. In vitro stimulation of GnRH release from ME fragments by
E,-BSA (1078 m; black column) and its inhibition by ODQ (2 x 1076
M), indicating that the NO-mediated GnRH release occurs via the
stimulation of the soluble guanylyl cyclase in GnRH nerve terminals.
In this figure, the height of the column represents the mean, and the
vertical line represents the SEM. **, Significantly different from the
white columns, P < 0.01.

Testosterone and estradiol plasmatic levels at the time
of death

The average testosterone level was 5.63 * 0.45nM (n = 6),
and the average estradiol level was 0.12 = 0.01 nm (n = 6).
These results are in accordance with those of Chowen et al.
(32).

Tissue preservation

Structural examination of the ME fragments with light
(Fig. 8A) and electronic (Fig. 8B) microscopies demonstrated
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B+ Sl 25 P . IR 3 ELE O 2
Fi1c. 8. Light microphotograph obtained from coronal section of ME
fragments (A). Electron microphotograph of ultrathin section showing
the ME external zone (B). The observation of the structure (A) and the
ultrastructure (B) of the treated ME fragments demonstrates that the
conservation of the tissues was excellent after the 35-min incubation
in the survival milieu. A: Asterisk, Third ventricle; arrowhead, cap-
illaries. Scale bar, 760 um. B: Big arrow, Nerve terminal; big arrow-
head, parenchymatous basal lamina; little arrowhead, endothelial
basal lamina; little arrow, fenestrated endothelium. Cap., Capillary;
p.s., pericapillary space; Tan., tanycytes. Scale bar, 0.65 um.

that the tissues were in an excellent state of preservation after
a 35-min incubation period. The parenchyme of the ME ex-
ternal zone was well preserved (Fig. 8), the nerve endings
were in close contact with ependymal processes that reached
the portal capillary bed. Inside the nerve endings and ta-
nycytic end feet, the different organelles were also well pre-
served. The parenchymatous and endothelial basement
membranes were well visible (Fig. 8b). Together, these ob-
servations proved thateven after a 35-min incubation period,
the ME structure was comparable to that observed upon
placing the tissues immediately, without delay, in the fixa-
tive solution (33), and was compatible with the occurrence of
physiological processes throughout the experiment.

Discussion

The present study demonstrates that at physiological con-
centrations, 17B-estradiol rapidly stimulates NO release
from ME fragments, and this, in turn, stimulates GnRH re-
lease. This process appears to be mediated by a specific
estradiol receptor, as noted by its antagonism by tamoxifen
and the lack of 17a-estradiol and testosterone action. The fact
that E,-BSA, an impermeable cell membrane estradiol ana-
log, also stimulates NO release indicates that this receptor is
located on the surface of the NOS-containing cells. Further-
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more, 17B-estradiol- and E,-BSA-stimulated GnRH release is
inhibited by hemoglobin (a NO scavenger), and by L-NAME
and L-NIO, NOS inhibitors, indicating that the effects of
estradiol on GnRH secretion are mediated by coupling to
NO. Moreover, according to Rees et al. (30) and Moore et al.
(31), L-NIO is much more potent in inhibiting ecNOS than
nNOS at the concentrations used in this study, suggesting
that the major source of NO after E,-BSA or 178-estradiol
stimulation is endothelial in origin. Furthermore, the NO
stimulation of GnRH release occurs via the soluble guanylyl
cyclase activation in the GnRH nerve terminals, as estradiol-
stimulated GnRH release was inhibited by ODQ, a NO-
sensitive guanylyl cyclase inhibitor (26-29). Taken together,
the rapid action of estradiol on GnRH release from ME frag-
ments appears to be mediated by a NOS-coupled estrogen
receptor located on the surface of endothelial cells found in
the ME fragments.

NO release has been shown to be crucial for the occurrence
of basal LH release in males (12) and the LH surge in ovari-
ectomized females treated with estradiol plus progesterone
(34, 35). Further, NO donors have been shown to be able to
induce LH surge in estradiol-treated ovariectomized females
(36) and thus to have a progesterone-like effect. Very recent
findings show that estradiol stimulates nNOS expression in
the preoptic area and in that way exerts a facilitatory influ-
ence on NO-producing neurons (29). The NO released ap-
pears to be able to modulate the activity of GnRH neurons
(29). These observations implicate neuronal NO in the reg-
ulation of GnRH cell activity in the preoptic area. Contrary
to these results, the present study, in accordance with our
previous work (9), suggests that at the ME level, the NO
implicated in the modulation of GnRH release is endothelial
in origin rather than neuronal. This is consistent with the fact
that unlike in the preoptic area where GnRH perikarya are
surrounded by nNOS-containing cells, nNOS fibers and
GnRH fibers in the ME are distributed separately in the
internal and external zones, respectively (37). Further, in the
ME, ecNOS immunoreactivity is observed in endothelial
cells of the pituitary portal blood vessels (38), located at the
immediate proximity of the GnRH terminals (33). The en-
dothelial origin of NO secreted from ME fragments is
strengthened by the results of a previous study which
showed that central administration of ecNOS antisense is
more efficacious than nNOS antisense administration in sup-
pressing the estradiol-/progesterone-induced LH surge in
ovariectomized females (10).

Regarding estradiol, it has been implicated in vascular
reactivity (for review, see Refs. 39 and 40) and more partic-
ularly in the stimulation of NO synthesis (40, 41). The long
term stimulatory effects of estradiol on NO activity may also
take place by increasing ecNOS synthase production (14, 42,
43). Estradiol can increase ecNOS expression within 8 h after
its application on human vein endothelial cells via a cytosolic
receptor-mediated system, and this action can be inhibited by
the estrogen receptor antagonist, tamoxifen (15). The pres-
ence of two left-half palindromic sites of an estrogen recep-
tor-binding element on the human ecNOS gene supports a
potential receptor-mediated effect of estrogen on gene ex-
pression (44). Our study clearly shows that beside its long
term action via a nuclear receptor on NO release from en-
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dothelia (15, 44), estradiol can have a short term stimulating
action, .e. NO release, via a specific membrane estrogen
receptor on ME fragments. Tamoxifen is considered to be an
antagonist at the nuclear estrogen receptor, but our results,
in accordance with those of others (45, 46), suggest that
tamoxifen antagonizes the effect of estradiol on its membrane
receptor. In this way, tamoxifen has been shown to block the
internalization of the nonactivated membrane estrogen re-
ceptor in the goat uterus (47).

This acute effect of estrogen on GnRH release from me-
diobasal hypothalamus has been poorly investigated com-
pared with processes involving progesterone (48). Only one
study showed that 17B-estradiol had a receptor-mediated
effect on GnRH release within 30 min in response to depo-
larization evoked by elevating K™ concentration (46). These
researchers concluded that a membrane effect of 17B-estra-
diol is present (46). In the present study we substantiate this
observation and provide a mechanism, i.e. via NO, for the
acute stimulatory effect of 178-estradiol on GnRH release.
We surmise that estradiol-stimulated NO causes activation
of the soluble guanylyl cyclase in GnRH terminals and re-
sults in ¢<GMP production and, thus, in a depolarization
involving a cationic conductance (49) that leads to GnRH
release (46). Our findings are in accordance with recent ev-
idence showing that NO stimulates GnRH release by an
intracellular signal transduction process involving ¢cGMP
(34, 50, 51). As suggested by others, NO may also activate
cyclooxygenase in GnRH terminals and/or glia that results
in the production of PGE, (52). PGE, would then lead to the
mobilization of calcium from intracellular stores (53) and
cAMP formation (54), which finally induces the exocytosis of
GnRH secretory granules (52). In this regard, a recent study
showed PGE, receptor gene expression in GnRH neurons
(55).

In the male rat, estrogen plasma levels, as shown by our
results, are comparable to those found in early proestrus
female rats (33). Part of this plasma estradiol appear to arise
from testosterone aromatization (32). In the present study we
show that testosterone, in contrast to estradiol, is unable to
stimulate NO release from male rat ME fragments. Our re-
sults suggest that on ME fragments, testosterone does not act
on membrane receptors coupled to NOS activity and is not
metabolized into estradiol. The latest observation is consis-
tent with the fact that aromatase is not expressed in the ME
(56). In male rats the effect of estrogen on GnRH release has
not been investigated. One study on the adult male quail
showed that basal GnRH release was increased by short term
exposure of hypothalamic slices to 17B-estradiol, whereas
testosterone had no effect (57). In female rats estrogen has
both stimulatory and inhibitory effects on GnRH release
depending on their plasma levels (for review, see Refs. 58 and
59). Kalra and Kalra (60) and Smith et al. (61) have shown that
on diestrous day 1 and proestrus, GnRH output increases
markedly, coincident with the rise in serum 17B-estradiol.
Moreover, we have shown in a previous work (33) that the
peak level of estradiol obtained at 0900 h on proestrus was
associated with GnRH release between 0900-1000 h on
proestrus. In this same study (33) a new peak of estradiol
appeared at 1700 h on proestrus, which might be associated

with the GnRH surge that might occur at the same time, as
shown by Sarkar and Minami (62).

The local and acute effect of estradiol on ME endothelium
might have physiological implications, the major being the
modulation of pulsatile GnRH secretion (63, 64) leading to
LH release. It could also be implied in circumstances where
a role for estrogen has been demonstrated, such as in mood
disturbance (65, 66), mental stress (67), and premenstrual
syndrome (65). In addition, extrapolation from the present
neuroendocrinological model appears to identify the exis-
tence of another important mode of communication between
the brain and the blood. Indeed, as shown by the present
study and supported by our previous work (9), various sig-
naling molecules, such as estradiol, morphine, and anand-
amide, conveyed in the blood can communicate with the
brain without penetrating it, via NO production originating
from the endothelium. We surmise that in other brain areas,
molecules that cannot penetrate the blood-brain barrier
could also modulate neuronal activity via endothelial NO
signaling.

In summary, these observations are in direct line with our
previous study demonstrating that rat ME produces NO in
response to stimulatory molecules acting on ME endothelial
cells (9). In the present study, 178-estradiol coupling to en-
dothelial NO stimulates GnRH release from ME fragments
via a membrane receptor. These effects occur at physiological
concentrations and may play an important role in the mod-
ulation of pulsatile GnRH secretion from GnRH neuroen-
docrine terminals of the ME and thus represent a synchro-
nizing link to anatomically scattered GnRH neurons (63, 64,
68). Additionally, this work demonstrates that the vascular
endothelium in the ME is involved in the modulation of
neurosecretions.
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Les résultats de notre ¢tude montrent que des doses physiologiques de 17B-cestradiol
stimulent une sécrétion rapide de NO par les fragments d’EM.

La 17P-cestradiol semble agir spécifiquement sur un récepteur aux stéroides
gonadiques, du fait que son action est antagonisée par le tamoxifen, un antagoniste spécifique
des récepteurs aux cestrogénes. Cette stimulation de la sécrétion de NO est de plus spécifique
de Pcestradiol, étant donné que la 17%-cestradiol, stéréoisomére de la 17B-oestradi01, et la
testostérone n’ont aucun effet.

Par ailleurs, la stimulation de la libération de NO par la 17B-cestradiol couplée a la
sérum albumine bovine (E,-BSA), qui ne peut pénétrer la membrane plasmique, montre que
la 17P-cestradiol agit sur un récepteur membranaire.

Enfin, la 17P-cestradiol et la 17P-cestradiol-BSA stimulent une libération rapide de
GnRH. Cet effet est inhibé par 1’hémoglobine, un chélateur de NO, et par des inhibiteurs de
la NOS, le L-NAME et le L-NIO, montrant que la libération de GnRH induite par la 178-
cestradiol passe via la stimulation de la sécrétion de NO.

De plus, le NO sécrété suite a une stimulation de 17 B.cestradiol apparait étre d’origine
endothéliale : en effet aux concentrations utilisées, le L-NIO inhibe préférentiellement la
ecNOS, et n’inhibe que trés partiellement la nNOS (Rees et al., 1990 ; Moore et al., 1994).

Le NO sécrété par la ecNOS semble avoir pour cible directe la guanylyl cyclase des
terminaisons & GnRH, car la libération de GnRH induite par le NO est inhibée par I’ODQ),
inhibiteur de la guanylyl cyclase soluble.

En résumé, la sécrétion rapide de GnRH induite par la 17B-cestradiol passerait
par I’activation d’un récepteur aux cestrogénes, couplé a une ecNOS, et localisé sur la
membrane plasmique des cellules endothéliales des capillaires du plexus porte hypophysaire

des fragments d’éminence médiane.
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DISCUSSION



Discussion

I. Sécrétion de GnRH et Plasticité

I.A. La sécrétion de GnRH est au cours du cycle cestral, sous la dépendance d’une

plasticité morphologique de la zone externe de I’éminence médiane

Les résultats de notre premiere étude montrent chez la rate 1’existence de contacts
entre les terminaisons & GnRH de la zone externe de 1’éminence médiane et la lame basale
parenchymateuse, et révélent ainsi chez la femelle que la GnRH est capable de passer
directement des terminaisons nerveuses a GnRH a la lumiére des capillaires du plexus porte.
De manicre frappante, ces contacts ne sont visualisés que le jour du procestrus, et non aux
autres stades du cycle cestral. Néanmoins, ces contacts demeurent rares et leur nombre reste
inquantifiable d’un point de vue statistique. Le fait que des contacts ne sont pas visualisés les
jours du dicestrus II et de ’cestrus, ne semble pas étre di a une limite technique telle que le
passage d’un certain nombre de terminaisons a GnRH en dessous du seuil
d’immunodétectabilité. En effet, le nombre de terminaisons 3 GnRH et leur contenu en
décapeptide sont, a ces moments du cycle cestral, comparables & ceux obtenus chez des
animaux sacrifiés a 10 et 13 heures le jour du procestrus, pour lesquelles des contacts entre
les terminaisons a GnRH et ’espace péricapillaire ont été observés. Ainsi a ces stades du
cycle cestral, 1’absence de contact pourrait plutot étre liée a la faible activité sécrétoire du
systtme GnRH (Levine et Ramirez, 1982 ; Park et Ramirez, 1989 ; Sarkar et Minami, 1995).

La quantification de la distance moyenne des terminaisons a GnRH a la lame basale
montre que ce parametre ne varie pas au cours du cycle cestral, contrairement a ce qui a été
montré aprés gonadectomie (King et Letourneau, 1994). Ceci indique que les phénomenes de
plasticité qui se dérouleraient dans la zone externe de 1’éminence médiane au cours du cycle

cstral pour réguler 1’accés des terminaisons a GnRH a 1’espace péricapillaire, ne
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résulteraient pas d’importants remaniements morphologiques s’opérant sur la journée du
procestrus comme ’avait prédit Koslowsky et Coates (1985), mais plutét de changements
morphologiques ténus, difficiles a saisir & I’échelle de 1’heure.

Les résultats obtenus lors de cette premiére étude permettent d’envisager 1’existence
d’une plasticité morphologique régulant ’accés des terminaisons & GnRH & 1’espace
péricapillaire au cours du cycle cestral. Cependant le caractére rare et inquantifiable des
contacts observés le jour du proestrus, nous a conduit lors d’un deuxiéme travail a suivre
individuellement, sur coupes sériées, 1’évolution de chaque terminaison 2 GnRH localisée a
moins de 5 Mm de I’espace péricapillaire. Ceci, dans le but de connaitre le devenir des
terminaisons & GnRH les plus proches de la lame basale parenchymateuse, et d’essayer de
saisir les moindres remaniements morphologiques de la zone externe de 1’éminence médiane
qui pourraient permettre a ces terminaisons nerveuses de rentrer en contact avec 1’espace
péricapillaire. Cette approche a permis de montrer que le jour du proestrus, 12,6 % des
terminaisons a GnRH situées a proximité de la lame basale contactaient cette derni¢re. Par
contre, le jour du diestrus II aucune terminaison a8 GnRH n’a pu étre visualisée au contact de
Pespace péricapillaire. Ces résultats nous permettent donc de conclure définitivement qu’il
existe des remaniements morphologiques dans la zone externe de 1’éminence médiane entre
le jour du diestrus et le jour du proestrus. De tels remaniements apparaitraient empécher
I’acces des terminaisons & GnRH a ’espace péricapillaire le jour du dicestrus II, moment du
cycle cestral ou 1’activité du systeme a GnRH est faible, alors qu’ils sembleraient favoriser
cet acces le jour du proestrus, moment du cycle cestral ou I’activité du systeme & GnRH est
optimale. En faveur de cette hypothése, les résultats de la quantification du pourcentage
d’évagination de la lame basale parenchymateuse montre que cette derniére présente deux
fois plus de villositées le jour du proestrus que le jour du diestrus. L’augmentation du
pourcentage d’évagination de la lame basale parenchymateuse le jour du proestrus se traduit
par une augmentation de la surface d’apposition entre la zone externe de I’éminence médiane
et ’espace péricapillaire et pourrait ainsi contribuer a augmenter la probabilité pour les
terminaisons & GnRH de contacter cette lame basale. Cette hypothése semble étre renforcée
par le fait que le jour du proestrus, la majorité des contacts observés grice au suivit sur
coupes serices des terminaisons & GnRH s’effectuent avec des évaginations de la lame

basale. Le fait que la lame basale parenchymateuse présente deux fois plus de villosités le
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jour du proestrus que le jour du diestrus II suppose une synthése de novo de lame basale entre
ces deux stades du cycle cestral et un remaniement du cytosquelette des tanycytes qui sont
ancrés dans la lame basale parenchymateuse par des hémi-desmosomes. De tels
remaniements supposent une interaction dynamique entre les différents éléments cellulaires
constituant la zone externe de 1’éminence médiane, c’est a dire entre les tanycytes, les
terminaisons @ GnRH et les cellules endothéliales des capillaires porte.

Les nombreux contacts entre les terminaisons 8 GnRH et ’espace péricapillaire
observés par évagination de la lame basale sugerent que la majorité des contacts entre les
terminaisons a GnRH et I’espace péricapillaire pourrait étre de ce type et que le passage de la
GnRH pourrait s’effectuer essentiellement via des passages étroits. Cependant, le fait
d’observer quelques contacts plus larges peut aussi indiquer que ces images correspondent au
début ou a la fin d’un phénomeéne de plasticité conduisant & I’établissement de contacts plus
massifs. Si cette demiére hypothése se vérifiait, il faudrait admettre que les larges contacts
s’effectuent pendant des temps treés courts car ’observation sur coupes sériées augmente
considérablement le nombre de contacts étroits observés mais pas celui des contacts réalisés
sur une grande surface de la membrane axoplasmique. Ainsi, 1’établissement des contacts
neurovasculaires pour les terminaisons @ GnRH le jour du proestrus pourraient étre sous le
contrdle d’une plasticité neuro-glio-vasculaire rapide.

Etant donné que le phénoméne majeur qui se déroule entre le soir du dicestrus II et le
matin du procestrus est la trés forte augmentation des taux d’cestrogénes plasmatiques, il y a
une trés forte probabilité pour que les cestrogenes soient les principaux moteurs de ces
phénomenes de plasticité morphologique. Cette hypothese est renforcée par le fait que des
récepteurs aux cestrogeénes sont exprimés par certains tanycytes et certaines cellules
endothéliales de I’éminence médiane (Langub et Watson, 1992). Il est fortement probable
que les cestrogenes induisent la synthese par les tanycytes et/ou les cellules endothéliales de
facteurs facilitateurs de la sécrétion de GnRH et/ou moteurs de plasticité.

Les travaux de 1’équipe d’Ojeda suggerent que 1’un des principaux candidats pourrait
&tre le TGFY, facteur exprimé par les tanycytes (Ma et al., 1992) et qui stimule la sécrétion
de GnRH in vitro (Ojeda et al., 1990 ; Voigt et al., 1996) et in vivo (Ma et al., 1992 ; Rage et
al., 1997b). En effet, la synthése du TGF® par les cellules gliales de I'hypothalamus (Ma et

al., 1994 ; Voigt et al,, 1996) varie au cours du cycle cestral et est maximale le jour du
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proestrus (Ma et al., 1992). D’autres cytokines connues pour stimuler la libération de GnRH,
tels que les IGFs (Hiney et al., 1991, 1996), le TGFﬁl (Melcangi et al., 1995) et ’activine
(Gonzalez-Manchon et al., 1991 ; Calogero et al., 1998), pourraient aussi étre impliquées
dans I’induction de phénomeénes de plasticité stéroido-dépendants dans la zone externe de
I’éminence médiane.

D’apres Fernandez-Galaz et al. (1997), ’IGF-I serait impliqué dans le déclenchement
des remaniements morphologiques induits par les cestrogénes au niveau du noyau arqué chez
la rate le jour du proestrus et de I’estrus (Garcia-Segura ef al., 1994 ; Fernandez-Galaz et al.,
1997). L’équipe de Garcia-Segura a en effet montré I’existence, dans le noyau arqué, d’un
cycle complet de désafférentation et de réafférentation au niveau de corps cellulaires de
certains neurones s’opérant sur 48 h au cours du cycle cestral (Olmos et al., 1989). Les
connections axo-somatiques affectées par les cestrogénes le jour du proestrus seraient de
nature GABAergique (Parducz et al., 1993). Le retrait de ces afférences inhibitrices, induit
par les cestrogeénes, pourrait contribuer a ’augmentation de ’activité électrique des neurones
du noyau arqué enregistrée au moment de la survenue du pic préovulatoire de LH (Yeoman
et Jenkins, 1989). L’IGF-I serait impliqué dans le déclenchement de ces phénomenes de
plasticité et, pourrait soit étre synthétisé localement par les astrocytes (Garcia-Segura et al.,
1991 ; Duenas et al., 1994), soit provenir de la circulation porte hypophysaire (Fernandez-
Galaz et al., 1997). D’apres Fernandez-Galaz et al. (1997), I'IGF-I passerait du sang porte au
troisiéme ventricule par l'intermédiaire des tanycytes, dont ’immunoréactivité pour ce
facteur varie au cours du cycle cestral (Duenas et al., 1994). L’IGF-I serait ensuite redistribué
a partir du troisieme ventricule aux neurones du noyau arqué pour en réguler ’activité. Les
estrogénes pourraient réguler I’apport d’IGF-I dans le noyau arqué en régulant la capture de
ce facteur par les tanycytes dans le sang porte (Fernandez-Galaz et al., 1996). Par conséquent
PIGF-I, en plus de réguler la connectivité¢ des neurones du noyau arqué, pourrait contribuer,
le jour du proestrus, a moduler 1’accés des terminaisons & GnRH a ’espace péricapillaire,
dans la zone externe de I’éminence médiane.

Par ailleurs, I’endothélium des capillaires porte pourrait comme les tanycytes jouer
un réle important dans ’induction des phénomeénes de plasticité de la zone externe de
I’éminence médiane. En effet, les cellules endothéliales sont connues pour sécréter de

nombreux facteurs de croissances, tels que I’IL-8 (Hofman ef al., 1998), le VEGF (Mandriota
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et al., 1996), le FGF-2 (Gonzalez et al., 1994), I'IGF-I (Delafontaine et al., 1991), I’activine
(Yang et Zhang, 1995), le TGFB (Hannan et al., 1988 ; Chua et al., 1994), et une étude
préliminaire de Robinson ef al. (1998) semble montrer que les cellules endothéliales en co-
culture avec des fragments d’aire préoptique sont capables d’attirer les fibres des neurones a
GnRH via la sécrétion de molécules solubles. De plus, les cellules endothéliales (Stefano et
al., 1995) sont capables de produire un facteur non seulement connu pour stimuler la
libération de GnRH, mais aussi pour induire des remaniements morphologiques de la glie
(Ramsell et Cobbett, 1996) : le NO. Cette sécrétion de NO par les cellules endothéliales
pourrait de surcroit étre directement régulée par les cestrogenes (Hayashi et al., 1995 ; Latin-
Hermoso et al., 1997).

En résumé nos travaux réalisés a 1’échelle ultrastructurale montrent de maniére
définitive D’existence d’une plasticité morphologique de la zone externe de 1’éminence
médiane régulant I’acces des terminaisons & GnRH a I’espace péricapillaire au cours du cycle
cestral. Cette plasticité suppose une interaction dynamique entre les différents éléments
cellulaires de cette région: les terminaisons a GnRH, les tanycytes et les cellules
endothéliales. Elle implique une synthése de lame basale, un remaniement du cytosquelette
des tanycytes et trés probablement une pousse des axones des neurones a GnRH. Par ailleurs,
I’endothélium, par la sécrétion de facteurs stimulant la libération de GnRH et/ou le
remaniement morphologique de la zone externe de 1’éminence médiane, pourrait aussi jouer
un rdle important. L’élément déclencheur des remaniements morphologiques observés le jour
du proestrus semble étre I’élévation du taux d’cestrogenes plasmatique entre le soir du
diestrus II et la matin du proestrus qui pourrait stimuler la sécrétion de substances induisant
une plasticité. Ainsi, le déclenchement de phénomeénes de plasticité dans la zone externe de
I’éminence médiane pourrait constituer 1’une des voies par lesquelles les cestrogenes exercent
leur rétroaction positive sur I’axe reproducteur le jour du proestrus. Mais cette plasticité
pourrait aussi constituer un moyen pour les cestrogénes d’exercer leur rétroaction négative
sur 1’activité du systtme a GnRH, en figeant la zone externe de 1’éminence médiane les
autres jours du cycle, afin de ne permettre 1’accés a l’espace péricapillaire qu’aux

terminaisons & GnRH responsables de la sécrétion basale du décapeptide.
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I.B. Activine et/ou TGFB; médiateurs de plasticité ?

L’étude de Pexpression de ’ARNm du récepteur sérine-thréonine kinase au TGFP
et/ou a I’activine (B1) dans le diencéphale montre que I’ARNm de ce récepteur est fortement
exprimé dans les différentes régions et noyaux impliqués dans le contrdle de ’activité du
systeme 4 GnRH, tels que les bandes diagonales de Broca, ’aire préoptique, le noyau arqué
et I’éminence médiane. Notamment, un intense marquage pour I’ARNm du récepteur B1 est
observé dans le noyau périventriculaire antéroventral (AVPv) et le noyau arqué, noyaux
particuliérement impliqués dans la rétroaction positive des cestrogénes conduisant a
Pinduction du pic préovulatoire de GnRH/LH (voir pour revue Herbison, 1998). De plus, une
forte expression de I’ARNm du récepteur B1 est visualisée dans le noyau préoptique médian
(MnPO), noyau ou sont localisés la plupart des corps cellulaires des neurones & GnRH de
I’aire préoptique rostrale. Par double hybridation in situ, nous avons montré que certains
neurones a GnRH exprimaient I’ARNm du récepteur B1. Ce résultat suggere donc que le
TGFP et/ou activine pourraient directement réguler 1’activité des neurones & GnRH in vivo,
comme cela semble étre le cas in vitro (Melcangi et al., 1995; Galbiati et al., 1996 ;
Gonzalez-Manchon et al., 1991). Ainsi, le récepteur B1 pourrait étre exprimé a la surface des
corps cellulaires des neurones & GnRH dans.1’aire préoptique, mais aussi, étre exporté dans
I’éminence médiane, au niveau de leur terminaison nerveuse, ou par ailleurs, ’ARNm de B1
est intensément exprimé dans les tanycytes et les capillaires du plexus porte. En résumé,
I’étude par hybridation in situ de D’expression de I’ARNm du récepteur Bl dans le
diencéphale, suggere une forte implication de ce récepteur dans le contrdle de la sécrétion de
GnRH.

Etant donné que ’ARNm du récepteur Bl est exprimé a la fois dans les neurones a
GnRH, dans les fanycytes et dans les capillaires du plexus porte, le TGFP et/ou I'activine
pourraient étre impliqués dans le contrdle des phénomenes de plasticité de la zone externe de
I’éminence médiane qui régulent au cours du cycle cestral 1’acces des terminaisons a GnRI a
I’espace péricapillaire. Cette hypothése est d’autant plus plausible que le TGFBb I’'un des
TGFP qui peut activer le récepteur Bl (Takumi et al., 1995), est connu pour moduler la
synthése des protéines du cytosquelette des astrocytes, telles que la GFAP (Laping et al.,
1994 ; Reilly et al., 1998) et la vimentine (Krohn et al., 1995). Par ailleurs le TGFB1 est aussi
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capable d’induire un remaniement rapide du cytosquelette d’astrocytes en culture, sans
syntheése de novo de protéines (Gagelin et al., 1995). De plus le TGFﬁl, par une action sur les
corps cellulaire des neurones & GnRH peut stimuler la pousse de leur neurites dans la zone
externe de 1’éminence médiane puisque ce facteur est connu pour stimuler 1’expression de
I’ARNm de la tubuline %, (Laping et al., 1994) qui est le plus souvent associée a une pousse
axonale (Miller et al., 1987, 1989). Enfin, le TGFBI est connu pour stimuler in vivo
I’angiogénése (Roberts et al., 1986 ; Yang et Moses, 1990) et in vitro la morphogénese des
capillaires (Madri et al., 1988 ; Choi et Ballerman, 1995). Ainsi, le TGFﬁl pourrait aussi étre
impliqué dans I’induction des remaniements morphologiques conduisant & 1’augmentation du
pourcentage d’évagination de 1’espace péricapillaire dans la zone externe de 1’éminence
médiane le jour du proestrus. L’activine, autre cytokine appartenant & la superfamille des
TGFP (Mason et al., 1985), quant a elle, semblerait aussi favoriser la morphogénése in vitro
des capillaires, en inhibant la prolifération des cellules endothéliales et favorisant ainsi la
différenciation des capillaires (McCarthy et Bicknell, 1993). Par contre, ’effet de 1’activine
sur I’expression ou le remaniement des protéines du cytosquelette des cellules gliales et des
neurones restent inexploré. L’activine est par ailleurs connue pour stimuler la sécrétion de
GnRH par les neurones GT1 en culture (Gonzales-Manchon et al., 1991), comme le TGFP 1
(Melcangi et al., 1995), mais aussi pour stimuler la sécrétion de GnRH par des fragments
d’hypothalamus maintenus ex vivo (Calogero et al., 1998).

Les TGFB1-3 et I’activine se lient sur un complexe hétérodymérique constitué d’un
récepteur sérine thréonine kinase de type I et d’un récepteur sérine thréonine kinase de type
II (Lin et al., 1992 ; Logan et al., 1992). Le ligand se lie sur le récepteur de type II qui active
le récepteur de type I, et forment un complexe hétérodymérique responsable de la
transduction du signal (Figure 5.). Ainsi, la spécificité du ligand qui agit sur le type cellulaire
qui exprime le récepteur B1, récepteur sérine thréonine kinase de type I, est conféré par le
récepteur sérine thréonine kinase de type II coexprimé avec Bl (Takumi et al., 1995). En
effet, Takumi et al. (1995) ont montré que si un récepteur de type II spécifique de 1’activine
était transfecté dans un type cellulaire exprimant B1, seule I’activine avait un effet, alors que
si un récepteur de type II spécifique du TGFP était transfecté dans un type cellulaire
identique, seuls le TGFB1 et le TGF[33 mais pas le TGFﬁz, avaient un effet. Par hybridation in

situ, nous avons montré que de nombreuses cellules du diencéphale exprimaient Bl mais,
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dans I’état actuel de nos travaux, il nous est impossible de trancher pour une activation de ces
cellules par I’activine et/ou par le TGFP. Cependant, les récepteurs de type II clonés jusqu’a
mainenant ne semblent pas étre exprimés dans le cerveau (Morita et al., 1996). De plus
aucune étude de liaison pour le TGFP n’a été entreprise dans le SNC, de sorte que nous ne
pouvons pas savoir a I’heure actuelle, si le TGFP a, ou non, dans des conditions
physiologiques, une action sur les types cellulaires du diencéphale exprimant B1. Cependant,
la comparaison de ’aire de répartition des cellules exprimant B1 avec celles des sites de
liaisons pour D’activine (Jakeman et al., 1992), et des cellules exprimant ’ARNm du
récepteur de type II a Pactivine (Cameron et al., 1994) montre un fort recouvrement. Ces
données suggerent que le récepteur B1 serait trés probablement le médiateur de 1’effet de

’activine sur ’axe reproducteur au niveau hypothalamique.

II. Modulation de Ia sécrétion de GnRH dans I’éminence médiane

II.LA Variation du contenu des terminaisons a GnRH en décapeptide au cours du

cycle cestral

La quantification du nombre de grains d’or colloidaux contenu dans chaque
terminaison 3 GnRH immunomarquée de la zone externe de 1I’éminence médiane nous a
permis de montrer que dans les terminaisons de la zone externe de 1’éminence médiane le
contenu en GnRH variait au cours du cycle cestral. De plus, une telle quantification nous a
permis d’établir que cette variation de charge pourrait étre la cause de la variation du nombre
de terminaisons & GnRH immunoréactives dans la zone externe de 1’éminence médiane au
cours du cycle cestral. Ainsi, selon leur contenu en décapeptide, les terminaisons nerveuses a
GnRH pourraient passer alternativement au dessus et au dessous du seuil
d’immunodetectabilité. Ces résultats, associés a ceux des différentes études montrant une
variation du contenu en GnRH de I’hypothalamus médiobasal au cours du cycle cestral
(Araki et al., 1975 ; Pamet et al., 1990), suggérent I’existence d’une forte variation de
’activité de synthése du décapeptide au niveau des corps cellulaires des neurones & GnRH et

de son transport vers les terminaisons, en plus d’une modulation de sa libération (Park et
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Ramirez, 1989 ; Sarkar et Minami, 1995). Les variations de la synthése de GnRH au cours du
cycle cestral sont jusqu’alors difficiles a relier a une variation de I’expression de I’ARNm de
la GnRH, étant donné les nombreuses études contradictoires sur le sujet (Zoeller et Young,
1988 ; Park et al., 1990 ; Malik et al., 1991 ; Marks et al., 1993, 1994 ; Porkka-Heiskanen et
al., 1994 ; Gore et Robert, 1995 ; Suzuki et al., 1995).

Nous observons de maniere frappante et inattendue une mise en charge des
terminaisons 2 GnRH en décapeptide a 9h le matin du proestrus, puis une vidange de ces
derniéres une heure apres, suggérant I’existence d’une libération de GnRH dans le sang porte
hypophysaire le matin du proestrus. Nos résultats sont en accord avec ceux d’Araki et al.
(1975), montrant que le contenu en GnRH de 1’hypothalamus médiobasal augmente a 8h le
jour du proestrus, et décroit fortement a 11h. De plus, Fink et Jameison (1976) montrent que
des stimulations électriques de 1’aire préoptique a Sh le matin du proestrus entrainent une
importante élévation des taux de GnRH dans le sang porte hypophysaire, indiquant qu’a ce
moment du cycle cestral d’importants pools de GnRH sont préts & étre libérés dans la
circulation porte. Le principal facteur déclencheur de 1’augmentation de 1’activité du systéme
a GnRH deés la matin du proestrus pourrait &tre la trés forte élévation du taux d’cestrogenes
dans la circulation générale entre le soir du diestrus II et le matin du proestrus. En effet, les
cestrogenes sont connus pour induire une augmentation de 1’activité sécrétoire du systeme a
GnRH chez les femelles ovariectomisées (Dulzen et Ramirez, 1986), et chez les rates
cycliques entre le soir du dicestrus et le matin du proestrus (Kalra et Kalra, 1974 ; Smith,
Freeman et Neill, 1975). La sécrétion spontanée de GnRH dans le sang porte le matin du
proestrus, sans répercussion sur les taux plasmatiques de LH, pourrait étre impliquée dans le
phénomene d’auto-amorcgage de 1’axe gonadotrope énoncé par Fink (1995), en induisant une
augmentation de I’expression du gene du récepteur de la GnRH par les cellules gonadotropes
(Kaiser at al., 1993 ; Bauer-Dantoin, Hollenberg et Jameson, 1993) et ainsi une augmentation
de la sensibilité de ces cellules a la GnRH (Aiyer ef al., 1974 ; Gordon et Reichlin, 1974 ;
Cooper et al., 1974). En effet, la sensibilité de 1’antéhypophyse a une stimulation par la
GnRH le matin du proestrus est aussi faible que celle observée les autres jours du cycle, alors
qu’a 13h proestrus elle est maximale (Cooper et al., 1974). Bauer-Dantoin, Hollenberg et
Jameson (1993) montrent que le taux d’ARNm du récepteur a la GnRH dans I’hypophyse

s’accroit fortement entre Sh et 12h le jour du proestrus, pour atteindre un taux d’expression

128



trois fois plus important que celui trouvé a %h le jour du diestrus. Cette augmentation du taux
d’ARNm du récepteur a la GnRH survient trois heures apres 1’élévation du taux d’cestradiol
et précede de six heures la survenue du pic préovulatoire de LH (Bauer-Dantoin, Hollenberg
et Jameson, 1993) ce qui est en parfaite concordance avec les phénomenes de mise en charge
et de vidange que nous observons pour les terminaisons nerveuses a GnRH de la zone
externe de I’éminence médiane.

En résumé, une sécrétion de GnRH le matin du proestrus pourrait préparer
I’hypophyse a I’arrivée massive de décapeptide dans le sang porte hypophysaire le soir du
proestrus et ainsi constituer un auto-amorgage de I’axe gonadotrope permettant la survenue
du pic préovulatoire de LH.

Par ailleurs, 1’apres-midi du proestrus, nous observons concomitamment a la survenue
du pic préovulatoire de LH, une nouvelle mise en charge des terminaisons nerveuses 8 GnRH
en décapeptide. L’obtention d’un pic de concentration de la GnRH dans les terminaisons
nerveuses de la zone externe de 1’éminence médiane a 18h le jour du proestrus est en parfait
accord avec les résultats de nombreuses études montrant la survenue d’un pic préovulatoire
de GnRH dans la sang porte hypophysaire (Sarkar, Chiappa et Fink, 1976 ; Fink, Sarkar et
Chiappa, 1977; Ching, 1982; sherwood et al., 1980; Levine et Ramirez, 1982) et
I’augmentation de la concentration de GnRH dans I’hypothalamus médiobasal a cette période
(Araki et al, 1975 ; Pamet et al., 1990). Nous noterons par ailleurs que cet événement
survient au moment du cycle cestral ou la plus grande proportion des neurones a GnRH
expriment Fos (Lee, Smith et Hoffman, 1990 ; Rubin, Mitchell et King, 1995; Wang,
Hoffman et Smith, 1995), témoignant de la forte activité du systeme 8 GnRH. L’ensemble de
ces résultats combinés aux nodtres semblent montrer qu’a cette période du cycle cestral,
Pactivité des neurones & GnRH est telle qu’elle permet non seulement une libération massive
de GnRH dans le sang porte hypophysaire mais aussi le réapprovisionnement continu des
importants stocks de GnRH au niveau des terminaisons nerveuses de la zone externe de

I’éminence médiane.
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ILB. Implication du NO dans la modulation de la libération de GnRH au niveau de

I’éminence médiane

Certaines équipes ont montré de maniere indirecte I’implication du NO sur la
libération de GnRH au niveau de 1’éminence médiane (Rettori et al, 1992, 1993, 1997 ;
Bonavera et dl., 1993, 1996 ; Seilicovich et al., 1995 ; Canteros et al., 1996 ; Bhat et al.,
1998). L’utilisation d’une méthode ampérométrique, nous a permis pour la premiére fois
d’étudier en temps réel la sécrétion de NO induite par I’activation spécifique de certains
récepteurs dans I’éminence médiane, ex vivo. Les résultats montrent que la libération de NO
survient dans les secondes qui suivent 1’addition de molécules qui stimulent sa sécrétion, et
que cette libération est directement corrélée a une libération de GnRH dans le milieu. Lors
d’une premiére étude nous avons montré que la morphine et 1’anandamide stimulaient une
sécrétion rapide de NO via I’activation des récepteur p3 et CB1, respectivement, et que cette
libération de NO pouvait avoir un effet différentiel sur la sécrétion de neurohormones
préhypophysiotropes selon la concentration de NO libéré. En effet, la morphine stimule, via
une sécrétion de NO, la libération de GnRH et de CRF, alors que 1’anandamide, qui entraine
une sécrétion de NO en moyenne deux fois moins importante que celle induite par la
morphine, ne stimule que la libération de GnRH. Ainsi, il apparait exister, pour les
terminaisons CRF, un seuil de sensibilité au NO compris entre la quantité de NO libérée par
Panandamide (7 nM) et celle libérée par la morphine (14 nM). De plus Peffet du NO sur la
sécrétion des neurohormones apparait étre dose-dépendant : 1 uM de SNAP, concentration
d’un donneur de NO permettant la libération d’une quantité de gaz équivalente a 500 nM,
permet une libération de GnRH et de CRF significativement plus importantes que celles
induites par la morphine (14 nM de NO libéré).

L’implication physiologique de notre étude semble importante du fait que nous avons
stimulé la sécrétion de NO plar des fragments d’éminence médiane via I’activation sélective
des récepteurs M5 et CB1. L action de la morphine sur le récepteur M4 caractérisé par Stefano
et al. en 1993 comme étant un récepteur aux opiacés insensibles aux peptides opioides,
suggere que des opiacés endogenes, jusqu’alors non découverts, pourraient activer cette voie
in vivo. De plus, I'implication du récepteur H; dans la sécrétion de NO induite par la

morphine, nous a permis dés cette premicre étude, d’émettre ’hypotheése que le NO sécrété
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par les fragments d’éminence médiane était d’origine endothéliale. En effet, de récentes
études montrent que le récepteur H; est exprimé dans les cellules endothéliales (Stefano et
al., 1995) et certains types de cellules gliales (Liu et al., 1996). Or au niveau de 1’éminence
médiane I’immunoréactivité pour la NOS n’est observée qu’au niveau de fibres de neurones
qui se projettent vers la neurohypophyse (Ceccatelli et al., 1992 ; Yamada et al., 1996 ;
Herbisson et al., 1996) et au niveau de I’endothélium des capillaires portes (Ceccatelli et al.,
1992 ; Yamada et al., 1996). De plus aucune NOS n’a été jusqu’alors détectée dans des
conditions physiologiques dans les cellules gliales (Forstermann et Kleinert, 1995 ; Stevens
et Vo, 1998). L’hypothese d’une origine endothéliale du NO sécrété par I’éminence médiane
est confortée par le fait que le récepteur CB1, dont la stimulation par I’anandamide entraine
une libération de NO, est aussi connu pour étre exprimé dans les capillaires (Deutsch et al.,
1997 ; Stefano et al., 1998) et que I’anandamide ne présente pas de site de liaison dans le
parenchyme nerveux de 1’éminence médiane (Herkenham et al., 1991). Ainsi cette étude a
conduit a émettre pour la premiére fois I’hypothése d’une possible implication de
I’endothélium des capillaires porte hypophysaires dans la régulation des sécrétions
neuroendicriniennes dans I’éminence médiane.

Lors d’une deuxiéme étude nous nous sommes intéressés a 1’cestradiol qui est non
seulement le facteur responsable du rétrocontrdle exercé par les gonades sur ’activité du
systeme a GnRH (voir Herbisson, 1998 ; Chowen et al., 1990), mais aussi un facteur connu
pour étre capable de stimuler I’expression de I’ARNm et de la protéine de 1’ecNOS (Weiner
et al., 1994 ; Hayashi et al., 1995), et méme la secrétion de NO par les cellules endothéliales
(Hayashi et al., 1995), chez le mile et la femelle.

Nos résultats montrent que 1’addition de 17P-cestradiol sur des fragments d’éminence
médiane de rat male, stimule dans les secondes qui suivent une sécrétion de NO qui, & son
tour, induit une sécrétion de GnRH (Figure 6.). Cette action rapide de I’cestradiol semble
passer par ’activation d’un récepteur spécifique de 1’cestradiol, puisqu’elle est antagonisée
par le tamoxiféne, antagoniste des récepteurs aux cestrogénes, et que la 17%-cestradiol n’a
aucun effet. De plus, la 17P-cestradiol couplée a la sérum albumine bovine (E;-BSA), ne
pouvant pas franchir la membrane plasmique, stimule la sécrétion de NO et de GnRH
indiquant que ce récepteur aux cestrogénes serait membranaire. Les effets de I’E2-BSA sur la

sécrétion de NO sont aussi antagonisés par le tamoxiféne. Le NO libéré sous ’action de la
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17B-cestradiol semble stimuler la libération de GnRH via ’activation des guanylyl cyclases
solubles des terminaisons nerveuses a GnRH, du fait de I’inhibition de la libération du
décapeptide par I’ODQ, inhibiteur spécifique des guanylyl cyclases sensibles au NO
(Garthwaite et al., 1995). Ce résultat est en accord avec différents travaux montrant qué la
stimulation de la libération de GnRH par le NO empreinte une voie de signalisation
intracellulaire conduisant a la production de GMPc (Bonavera et al., 1993 ; Moretto et al.,

1993 ; Puet al.,, 1996)

Origine endothéliale du NO. Le fait que le L-NIO, inhibiteur de I’activit¢ NOS,
inhibe la libération de GnRH induite par I’cestradiol dés 5107 M (5.10'7 M L-NIO = ICsg
ecNOS = 1/10 ICso nNOS) (Rees et al., 1990 ; Moore et al., 1994), montre que la sécrétion
de NO induite par I’cestradiol est d’origine endothéliale. Ainsi, nos résultats suggerent que le
NO impliqué dans la régulation de I’activité des neurones 2 GnRH au niveau de 1’éminence
médiane ne serait pas comme, dans ’aire préoptique, d’origine neuronale (Aguan et al.,
1996 ; Pu et al., 1998a, 1998b). Morphologiquement cette hypothése est compatible avec le
fait que les terminaisons & GnRH sont proches des structures contenant de la ecNOS alors
qu’elle sont €éloignées des structures contenant de la nNOS (Herbisson et al., 1996). En effet,
les terminaisons @ GnRH sont localisées a proximité immédiate des cellules endothéliales des
capillaires porte hypophysaire immunoréactives pour la NOS (Yamada et al., 1996). Cette
hypothése de Porigine endothéliale du NO impliqué dans la régulation de la libération de
GnRH au niveau de I’éminence médiane est renforcée par les résultats d’une étude antérieure
montrant que 1’administration intracérébroventriculaire d’oligonucléotides antisens de
I’ecNOS inhibait de maniere plus efficace, la survenue du pic de LH induit par la
progestérone chez des rates ovariectomisées traitées par 1’cestradiol, que des oligonucléotides

antisens de la nNOS (Aguan et al., 1996).

Récepteurs aux castrogénes impliqués. L’cestradiol est connue pour stimuler
I’expression de 1’ecNOS, 8h apres son addition sur des cellules endothéliales de veines
humaines, par une action sur son récepteur membranaire, et cet effet est inhibé par le
tamoxiféene (Hayashi et al., 1995). La présence d’un élément de réponse aux cestrogeénes sur

le géne humain de I’ecNOS suppose un contréle direct de sa transcription par le récepteur
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aux cestrogenes (Miyahara et al., 1994). Nos résultats suggerent que dans 1’éminence
médiane I’cestradiol en plus d’avoir une action a long terme sur la synthése de NO
endothélial via activation de récepteurs nucléaires, pourrait stimuler une sécrétion aigué de
NO via Pactivation d’un récepteur membranaire. Cependant cet effet est antagonisé par le
tamoxiféne qui est classiquement considéré comme étant un inhibiteur des récepteurs
nucléaires aux cestrogeénes. Cette constatation n’est cependant pas isolée car d’autres travaux
(Wong et Moos, 1991 ; Drouva et al., 1984) montrent aussi que le tamoxiféne antagonise
I’effet de 1’cestradiol sur son (ses) récepteur(s) membranaire(s). Deux articles publiées en
méme temps que notre étude, en février 1999, confirment nos résultats et semblent indiquer
que D’effet membranaire des cestrogénes sur les cellules endothéliales des capillaires de
I’éminence médiane pourrait passer via l’activation des récepteurs ‘‘classiques’ aux
cestrogenes (Chen et al., 1999) qui pourraient étre exprimés au niveau de la membrane
plasmique (Razandi et al., 1999). Razandi et al. (1999) en particulier montrent par
transfection des ADNc des récepteurs aux cestrogénes & et B dans des cellules CHO qu’une
certaine proportion de ces récepteurs est exprimée sur la membrane plasmique des cellules.
Ces récepteurs nucléaires et membranaires ont une affinité¢ analogue pour la 17P_cestradiol.
La 17P-cestradiol, par Dactivation des récepteurs membranaires ¢ ou B, stimule entre autres
la production d’AMPc et d’IP; (Razandi et al, 1999). Ces résultats suggerent que dans
I’éminence médiane 1’cestradiol pourrait stimuler de maniere aigué la production de NO par
les cellules endothéliale via I’activation des récepteurs membranaires aux cestrogénes * et/ou
B. L’activation de ces récepteurs pourraient conduire a la production d’IPs;, puis a la
mobilisation des stock intracellulaires de calcium et ainsi entrainer 1’activation de ’ecNOS
qui est une enzyme dépendante du calcium (Bredt et Snyder, 1990 ; Dawson et Snyder,
1994 ; forstermann et Kleinert, 1995).

Contrairement aux effets de la progestérone (voir pour revue Ramirez et Zheng,
1996), leffet aigu des cestrogénes sur la sécrétion de GnRH par des fragments
d’hypothalamus a été trés peu étudié. Seuls Drouva et al. (1984) ont montré que la 17B-
cestradiol potentialisait la libération de GnRH induite par des concentrations élevées de
potassium, 30 min aprés son addition sur des tranches d’hypothalamus médiobasal. Les
auteurs en ont conclus a2 un effet membranaire (Drouva et al,, 1984). Nos résultats

complétent cette observation en montrant que 1’effet membranaire de 1’cestradiol sur la
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sécrétion de GnRH passe via la stimulation de la sécrétion de NO d’origine endothéliale.
Nous émettons 1’hypothése que la libération de NO induite par ’cestradiol stimule la
guanylyl cyclase soluble des terminaisons 8 GnRH et entraine une production de GMPc, qui
en activant des conductances cationiques entrainent une dépolarisation des terminaisons
(Fesenko et al., 1985) et ainsi la libération de GnRH (Drouva et al., 1984). Cependant
comme d’autres auteurs I'ont suggéré, le NO pourrait activer la cyclooxygénase des
terminaisons a GnRH et/ou des cellules gliales et stimuler la synthése de PGE; (Rettori et al.,
1992). Les PGE; entraineraient alors la mobilisation des stocks intracellulaires de calcium
(Ojeda et Negro-Vilar, 1985) et la production d’AMPc¢ (Ojeda et al., 1985), ce qui conduirait
finalement a 1’exocytose des granules de sécrétion contenant la GnRH (Rettori et al., 1992).
Cette hypothese est renforcée par le fait que le récepteur aux PGE, est exprimé dans les

neurones 8 GnRH (Rage et al., 1997).

Chez le rat male, les taux plasmatiques d’cestrogénes, comme le montrent nos
résultats, sont comparables a ceux trouvés chez la rate en début de proestrus. Une partie de
cette cestradiol est issu de 1’aromatisation de la testostérone (Chowen et al., 1990). Nous
montrons dans cette étude que contrairement a 1’cestradiol, la testostérone n’a aucun effet sur
la sécrétion de NO par les fragments d’éminence médiane, ce qui suggére que la testostérone
n’agit pas sur un récepteur membranaire couplé a une activité NOS et que la testostérone
n’est pas aromatisée en cestradiol. Cette derniére observation est en accord avec le fait
que I’aromatase n’est pas exprimée dans ’éminence médiane (Sanghera et al., 1991). Chez le
rat male, ’action de 1’cestradiol sur la sécrétion de GnRH n’a jamais été étudiée. Seule une
étude conduite chez la caille male adulte montre que la sécrétion basale de GnRH était
rapidement accrue par une exposition sur des tranches d’hypothalamus a la 17B-mstradiol,

alors que la testostérone n’avait aucun effet (Li et al., 1994).

En résumé, des concentrations physiologiques de 17P-cestradiol, via lactivation d’un
récepteur membranaire, stimulent la sécrétion de NO d’origine endothéliale qui induit une
libération de GnRH par des fragments d’éminence médiane maintenus en survie. Ce
phénomene pourrait jouer un rdle crucial dans la modulation de la sécrétion pulsatile de

GnRH par les terminaisons nerveuses de la zone externe de 1’éminence médiane (Purnelle et
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al., 1997 ; Lopez et al., 1997), et pourrait étre a I’origine de la synchronisation des neurones
a GnRH anatomiquement dispersés (Lopez et al., 1998). De plus, notre travail est le premier
a démontrer une implication de ’endothélium vasculaire de 1’éminence médiane dans la

modulation des sécrétions neuroendocriniennes.
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CONCLUSION



Conclusion

Lors de la premiere de partie notre travail de these, nous avons montré 1’existence de
phénomeénes de plasticité morphologique dans la zone externe de 1’éminence médiane,
favorisant I’acces a 1’espace péricapillaire des terminaisons 8 GnRH le jour du procestrus.
Cette situation faciliterait la sécrétion de la GnRH dans le sang porte hypothalamo-
hypophysaire. Les trois principaux protagonistes de ces remaniements morphologiques
semblent étre les neurones & GnRH, les tanycytes, et 1’endothélium.

Certaines images de microscopie €lectronique montrant des évaginations de la
membrane axoplasmique des terminaisons a GnRH orientées vers ’espace péricapillaire,
puis parfois 1’émission de fins prolongements vers ce dernier suggerent que les neurones a
GnRH sont capables de mouvement le jour du procestrus. Cette déduction obtenue a partir
d’images de microscopie €électronique, semble &étre appuyée par le fait qu’un déterminant
présynaptique intrinseque de la repousse neuronale et de la plasticité chez 1’animal adulte, le
GAP-43, est fortement exprimé au niveau de I’éminence médiane (Alonso et al., 1997), mais
aussi, comme le montre des résultats trés récents d’hybridation in situ, par le fait que
PARNm de GAP-43 est exprimé dans les neurones & GnRH (Prévot et al., communication
personnelle).

Par ailleurs au niveau de la zone externe de I’éminence médiane, les études de
quantification montrent que la lame basale parenchymateuse présente deux fois plus de
villositées le jour du procestrus que le jour du dicestrus. De tels remaniements
morphologiques sous-entendent qu’il s’opére une synthése de novo de lame basale, un
remaniement du cytosquelette des tanycytes et une angiogénése entre ces deux stades du
cycle cestral. Une telle plasticité morphologique pourrait étre induite par 1’élévation des taux
plasmatiques d’cestrogénes entre le soir du dicestrus II et le matin du procestrus. Les
cestrogénes pourraient, le jour du procestrus, induire 1’expression de certains constituants de

la lame basale telle que la laminine (Shim et al., 1997 ; Katayama et al., 1998) par les
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tanycytes et les cellules endothéliales (Hagg ef al., 1997) qui sont deux types cellulaires qui
expriment les récepteurs aux cestrogénes au niveau de 1’éminence médiane (Langub et
Watson, 1992). D’autres molécules que les cestrogenes sont connues pour affecter la
composition de la matrice extracellulaire, et parmi elles, le TGFﬁl (Mattson et al., 1997). Or,
les résultats que nous avons obtenus par hybridation in situ montrent 1’expression d’un
récepteur sérine-thréonine kinase de type I au TGFP, et a I’activine dans les tanycytes et les
cellules endothéliales de 1’éminence médiane, ainsi que dans les neurones & GnRH eux-
mémes, ce qui suggere que ce facteur de croissance pourrait étre impliqué dans I’induction
des phénomenes de plasticité observés dans la zone externe de 1’éminence médiane. Le
TGFﬁl pourrait &tre sécrété au niveau de I’éminence médiane par les cellules gliales
(Melcagi et al., 1995) et/ou par les cellules endothéliales (Hannan et al., 1988).

Ce facteur de croissance, en plus d’altérer la composition de la matrice
extracellulaire, est connu (a) pour stimuler in vitro la sécrétion de GnRH (Melcangi et al.,
1995), (b) pour induire un remaniement rapide du cytosquelette des astrocytes en culture,
sans synthése de novo de protéines (Gagelin et al., 1995), (c) pour stimuler 1’expression de
vimentine (Krohn et al., 1995) et réprimer celle de GFAP (Toru-Delbauffe et al., 1992),
permettant ainsi la repousse neuronale aprés lésion (Lefrancois et al., 1997), (d) pour
stimuler in vivo I’angiogéneése (Roberts et al., 1986 ; Yang et Moses, 1990).

L’hypothése de I’'implication du TGFP, dans la modulation des phénomenes
d’angiogéneése au niveau de 1’éminence médiane est renforcée par des résultats préliminaires
montrant par hybridation in situ ’expression de I’ARNm d’un récepteur de type II au TGFP
en forte quantité dans les capillaires du plexus porte hypothalamo-hypophysaire (Prévot et

al., communication personnelle).

Dans une deuxi¢me partie de notre travail, nous avons pu déterminer que la libération
de la GnRH par les fragments d’éminence médiane était sous le contréle d’une sécrétion, par
ces mémes fragments, de NO d’origine endothéliale, et que cette sécrétion de NO pouvait
étre modulée par différentes molécules dont les cestrogénes. Ainsi, nous avons montré que
I’endothélium pouvait jouer un rble déterminant dans la régulation des sécrétions
neuroendocriniennes au niveau de I’éminence médiane via une sécrétion de NO. Le NO,

sécrété au niveau de 1’éminence médiane, pourrait constituer le principal lien synchroniseur
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de P’activité des neurones a GnRH anatomiquement trés dispersés (Purnelle et al., 1997 ;
Lopez et al., 1997 ; Lopez et al., 1998). Nous noterons que le NO, en plus de réguler la
libération de GnRH par les terminaisons nerveuses de la zone externe de 1’éminence
médiane, pourrait aussi étre impliqué dans I’induction de phénomeénes de plasticité dans cette
région hypothalamique via la stimulation de la morphogénése des capillaires
(Papapetropoulos et al., 1997 ; Poppa et al., 1998) et/ou la stimulation d’un remaniement
rapide du cytosquelette des tanycytes (Ramsell et Cobbett, 1996) et/ou un effet neurogénique
sur les terminaisons 8 GnRH (Hindley et al., 1997).

La suite logique a donner a notre travail sera d’identifier plus précisément la nature
des interactions conduisant aux remaniements morphologiques permettant aux terminaisons a
GnRH de contacter 1’espace péricapillaire le jour du procestrus.

Par ailleurs, nous poursuivrons les travaux permettant de déterminer la part du NO
d’origine endothéliale dans la régulation de la sécrétion de la GnRH par les terminaisons
nerveuses de 1’éminence médiane. Le concept de I'implication de I’endothélium dans la
régulation des sécrétions neuroendocriniennes au niveau de 1’éminence médiane apparait

nouveau et intéressant a développer.
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